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RAEFA-EZ  Reactor Aerobio de Flujo Ascendente Continuo Empaquetado en 
Zeolita 
PBI  Producto Bruto Interno 
rRNA  Ácido ribonucleico ribosomal 
EPA  Agencia Ambiental de los Estados Unidos 
DAM  Drenaje ácido de mina 
ppb Partes por billón 
ppm Partes por millón  
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ICP  Plasma de Acoplamiento Inductivo 
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CO, CF  Concentración inicial, concentración final 
LB  Luria Bertoni 
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r2  Coeficiente de determinación  
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El Perú es uno de los principales países de Latinoamérica y el mundo en extracción 
de metales como: oro, zinc, plomo, estaño, plata y cobre. Sobre las aguas aledañas a 
la actividad minera se vuelcan drenajes mineros que son altamente tóxicos debido a 
su contenido de derivados azufrados y metales pesados, estos llegan a cuerpos de 
agua y posteriormente son usados en agricultura, consumidos por animales y 
humanos (Castillo, 2005). En este trabajo se evaluó la capacidad de remoción de Cu 
(II) en un biorreactor RAEFA-EZ continuo por un consorcio microbiano 
seleccionado, que fue aislado de relaves mineros. 
 
Se aislaron 16 cepas bacterianas a partir de relaves mineros de Xstrata Tintaya en 
medio nutritivo con sulfato de cobre pentahidratado (CuSO4.5H2O) y se evaluó su 
capacidad de remoción de cobre mediante una técnica espectrofotométrica utilizando 
cuprizón. Se seleccionaron las cepas con mayor capacidad de remoción de Cu (II): 
S2-O2, TM2-H1-1, S3-C3 y S1-O1 que lograron porcentajes de remoción entre 
16,31 y 22,51 %. Las cepas seleccionadas fueron evaluadas mediante la curva de 
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crecimiento, curva de remoción del metal, así como la cantidad de metal captado por 
gramo de biomasa (q, mg.g-1) en caldo nutritivo modificado con 500 mg.L-1 de 
CuSO4.5H2O. Para la identificación bioquímica se realizaron las pruebas bioquímicas 
tradicionales y para la identificación molecular se empleó el gen rRNA 16S. 
 
Con las cepas seleccionadas se formaron once consorcios de los cuales se seleccionó 
uno según su curva de crecimiento, cantidad de biomasa, así como la curva de 
remoción del metal. El consorcio seleccionado fue el de las bacterias, bioquímica y 
molecularmente identificadas como Ralstonia spp. 1 y Ralstonia spp. 2, que 
obtuvieron una remoción 36,04 % de Cu (II) a partir de una solución sintética de 
113,9676 mg Cu.L-1. El consorcio se evaluó en un biorrector RAEFA-EZ continuo y 
se logró una remoción del 85,1667 % al cabo de 132 horas a temperatura ambiente. 
 





Peru is one of the major countries of Latin America and the world in extraction of 
metals as gold, zinc, lead, tin, silver and copper. On the surrounding mining waters 
the drainages that are spilled are highly toxic due to its content of heavy metals and 
sulfur derivatives, these reach water bodies and subsequently are used in agriculture, 
consumed by animals and humans (Castillo, 2005). This study evaluated the ability 
of removing Cu (II) in a continuous bioreactor RAEFA-EZ by a microbial 
consortium, which was isolated from mining tailings.   
 
Sixteen bacterial strains were isolated from mining tailings of Xstrata Tintaya in 
nutrient medium with copper sulfate pentahydrate (CuSO4.5H2O) and the removal 
capacity of copper was evaluated by a spectrophotometric technique using cuprizone. 
The strains with greater capacity of removal Cu (II) were selected: S2-O2, TM2-H1-
1, S3-C3 y S1-O1 which exhibit a removal capacity between 16,31 and 22,51 
percent. These were evaluated by growth curve, metal removal curve and the amount 
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of metal per gram of biomass captured (q, mg.g-1) in nutrient broth modified with 
500 mg.L-1 of CuSO4.5H2O. For biochemical identification was carried on traditional 
biochemical test and for the molecular identification was used the 16S rRNA gene. 
 
Eleven consortia were formed with the selected strains, and one of these was selected 
by growth curve, metal removal curve and the amount of metal per gram of biomass 
captured. Was selected the consortium of strains biochemical and molecularly 
identified as Ralstonia spp. 1 and Ralstonia spp. 2, which obtained a 36,04 percent of 
Cu (II) removal from a synthetic solution of 113,96 mg.L-1 of Cu (II). The 
consortium was evaluated in a RAEFA-EZ bioreactor in batch culture, and result in 
removal of 85.1667 percent after 132 hours at room temperature.  
 
























El Perú, gracias a su enorme potencial geológico, es un país tradicionalmente minero, 
ello se evidencia al ver los aportes de la actividad minera al producto bruto interno 
(PBI) a lo largo de los años. En los últimos años, el Perú ha sido uno de los países de 
la región donde se ha observado mayor inversión en minería con la presencia de 
empresas líderes a nivel mundial en este sector. A nivel mundial Perú es el primer 
productor de plata y segundo productor de cobre; y el primer productor de oro, zinc, 
estaño, plomo y molibdeno a nivel de América Latina.  
 
Uno de los grandes problemas asociados a la extracción de cobre es la generación de 
enormes cantidades de desechos (por cada tonelada de cobre que se extrae de la roca, 
se generan 80 toneladas de desechos), como restos de reactivos químicos, solventes y 
soluciones ácidas muy peligrosas usadas durante el proceso, así como también restos 
de metales en solución pues el proceso de extracción no es completamente eficiente 
(en promedio solo se logra recuperar alrededor del 70 % de metal). Estos desechos 
son almacenados formando extensas pozas de relaves.  
 
El almacenamiento inadecuado de estos relaves y la propia naturaleza de los 
contaminantes permite que estos se pongan en contacto con fuentes de agua como 
ríos y suelos dando como resultados ambientes contaminados que producen graves 
problemas en la salud pública, incluso a bajas concentraciones de cobre (irritación de 
mucosas, dolores de cabeza, vómitos, problemas hepáticos, daños a los riñones, etc.) 
y alteraciones en el medio ambiente (Thiele D. J. 1995).  
 
Existen diversos métodos fisicoquímicos que permiten estabilizar los depósitos de 
relaves, tales como la cementación, vitrificación y electro-remediación. Sin embargo, 
estas tecnologías de tratamiento de sustratos enriquecidos con metales son 
extremadamente caras y restringen las posibilidades de un uso posterior.  
 
Frente a esta situación surge la necesidad de desarrollar nuevos enfoques y 
tecnologías para disminuir el impacto ambiental negativo de los metales para intentar 
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asegurar la integridad de los ecosistemas y la recuperación de los mismos. Durante 
las últimas décadas se han venido desarrollando diferentes técnicas que presenten 
una mejor relación en cuanto a costo – efectividad y sean amigables con el ambiente. 
Entre estas surge el uso de sistemas biológicos (Biorremediación) para la captación 
y/o transformación de metales en sustancias menos tóxicas de entre una amplia gama 
de contaminantes, es decir, cualquier contaminante que pueda ser degrado por un 
organismo vivo, y es aplicable a cualquier ecosistema (Carvallo V., 2009).  
 
La biorremediación bacteriana de ecosistemas contaminados con metales consiste en 
el aprovechamiento de los diferentes mecanismos metabólicos y/o características 
estructurales de las bacterias para modificar o eliminar estos elementos tóxicos. Este 
proceso, incluye la bioacumulación (Suarez P. y col., 2002) y la biosorción de 
metales (López A. y col., 2000) que permitirán disminuir las concentraciones de los 
contaminantes metálicos. 
 
Dada la capacidad de los microorganismos de funcionar como bioadsorbentes o 
bioabsorbentes de metales al retener los cationes que se encuentran en solución, 
surge el interés del aislamiento de especies microbianas de fuentes naturalmente 
contaminadas, como es el caso de las pozas de relaves, donde diversos trabajos 
demuestran la alta concentración de  metales y lógicamente estos superan los límites 
máximos establecidos por el Ministerio. 
 
Teniendo en cuenta la presencia de metales contaminantes en altas concentraciones, 
específicamente el cobre, en ambientes aledaños a los depósitos de relaves y la 
necesidad de implementar tecnologías ambientales que atenúen este daño, surge la 
necesidad de identificar microorganismos capaces de remediar dicha contaminación. 
Por estas razones, el presente trabajo, pretende evaluar la capacidad de remoción de 
cobre en un biorreactor RAEFA-EZ por un consorcio bacteriano silvestre aislado y 
caracterizado, para en un futuro utilizarse como alternativa biotecnológica para la 







Dado que en la naturaleza se encuentran microorganismos en ambientes con altas 
concentraciones de metales, es posible aislar microorganismos silvestres a partir de 
relaves mineros de cobre y conformar consorcios microbianos que puedan trabajar en 
































Determinar y seleccionar microorganismos silvestres de relaves mineros para 
conformar un consorcio microbiano con capacidad de remoción de Cu (II) de una 
solución mineral sintética en un biorreactor RAEFA-EZ. 
 
OBJETIVOS ESPECIFICOS 
 Determinar la concentración de Cu (II) en las muestras de relave 
recolectadas. 
 Aislar las cepas bacterianas procedentes de relaves mineros e 
individualizarlas macro y microscópicamente, y evaluar su concentración 
mínima inhibitoria al CuSO4.5H2O. 
 Construir la curva de crecimiento de las cepas aisladas y de los consorcios 
microbianos formados. 
 Evaluar la capacidad de remoción de Cu (II) en un sistema batch de las cepas 
microbianas obtenidas y de los consorcios microbianos formados.  
 Determinar el mecanismo de remoción de cobre de las cepas seleccionadas. 
 Identificar bioquímicamente y molecularmente por el gen rRNA 16S las 
cepas seleccionadas. 
 Usar un modelo piloto de un biorreactor RAEFA-EZ tipo continuo para 
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El desarrollo industrial y agrícola, así como la tendencia mundial a la urbanización 
han contribuido considerablemente a la contaminación ambiental, la cual constituye 
un problema a nivel mundial en la actualidad (Vullo D. y col., 2003; Saldivar A., 
2005). Entre los diversos contaminantes ambientales, los metales ejercen marcados 
efectos dañinos sobre la composición de la biota y el equilibrio de los ecosistemas, 
debido a su alta toxicidad (Mayers I., 1989). 
 
La extracción de metales de sus fuentes naturales ha conllevado a la liberación y 
redistribución de una porción de estos en la biosfera. Actualmente se calcula que 
existen un gran número de sitios contaminados por diferentes elementos metálicos, 
debido fundamentalmente a la industria minera y petrolera (Torres V. 2007; Monge 
A. y col., 2008). Además en algunas regiones la contaminación de los suelos por los 
metales pesados ha ocasionado que grandes extensiones de terreno se transformen en 
zonas no cultivables (Ochoa-Herrera y col., 2011) 
 
Los metales pueden incorporarse a los sistemas vivos y persistir de manera 
indefinida en el ambiente, debido a que no se degradan por vía biológica ni química. 
La movilidad que presentan estos contaminantes inorgánicos en los ecosistemas 
acuáticos naturales y lo tóxico que resultan para las formas superiores de vida, hacen 





El cobre es un nutriente esencial para los organismos, sin embargo cuando está 
en exceso, se vuelve potencialmente tóxico, así pues también la capacidad del 
cobre a sufrir transiciones redox Cu (II)/Cu (I) permite la actividad catalítica de 
diversas enzimas pero cuando se produce un desbalance entre la cantidad del 
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metal y las defensas antioxidantes, esta misma propiedad media el incremento en 
la formación de especies reactivas del oxígeno capaces de oxidar, dañar y llevar a 
la degradación a  proteínas, lípidos y DNA (Halliwell B y col., 1984). 
 
Muchos avances han ocurrido desde que el 7 de Junio de 1991, cuando la 
Agencia Ambiental de los Estados Unidos (EPA) publicara en el Registro Federal 
la célebre norma del “cobre y del plomo”, definiendo al cobre como elemento 
contaminante del agua potable, cuyo exceso generaba efectos gastrointestinales 
tales como náusea, vómitos, incluso diarrea y en peor de los casos llegar a 
producir cirrosis hepática. 
 
La acumulación de metales tóxicos como el Cd, Cr, Cu, Hg y Zn, en 
concentraciones por encima de las establecidas por la Organización Mundial de 
la Salud (cuadro 1) tiene varias consecuencias en los seres humanos como el 
crecimiento y anormalidades del desarrollo, defectos de control de 
carcinogénesis, neuromusculares, retraso mental, mal funcionamiento renal y una 
amplia gama de otras enfermedades (Thiele D., 1995). 
 
 
Cuadro 1. Valores guía de OMS de algunas sustancias químicas inorgánicas con 
significación para la salud* 
Elemento 1993 (ppm) 1997 (ppm) 2002 (ppm) Comentario 
Antimonio (Sb) 0,05 0,05 0,02 Carcinógeno 
Arsénico (As) 0,01 0,01 0,01 Carcinógeno 
Cadmio (Cd) 0,005 0,003 0,003 Carcinógeno 
Cobre (Cu) 2,0 2,0 2,0 
Efectos 
crónicos en el 
hígado 




Plomo (Pb) 0,01 0,01 0,01 Efectos neurológicos  
*Fuente: Tercera Edición de la Guía de Calidad del Agua Potable, OMS, 2004, y Guías de los años 





1.2.TECNICAS DE DETECCIÓN DE COBRE 
 
Existen numerosas técnicas para determinar Cu (II), las de carácter instrumental 
(absorción atómica, espectroscopía de emisión atómica por plasma, técnicas 
electroquímicas, etc.) presentan como principal desventaja el elevado costo de 
instalación y mantenimiento; las técnicas de análisis químico (yodometría) 
requieren menor equipamiento pero suelen ser menos exactas y sensibles. A 
continuación se describen algunas de las técnicas de detección de cobre usadas. 
 
1.2.1. Espectrofotometría en fase solida (EFS) 
 
La EFS está basada en la pre-concentración de Cu (II) formando un 
compuesto coloreado con el reactivo 1-(2-piridilazo)-2-naftal (PAN), sobre 
un sustrato sólido (resina de intercambio iónico) y medición de la absorbancia 
del compuesto coloreado directamente sobre la fase sólida. Este método 
permite obtener mejor sensibilidad y precisión que los métodos de absorción 
en solución. La reacción del ion Cu (II) con PAN se lleva a cabo en solución 
acuosa, pero dada la insolubilidad del reactivo PAN y sus complejos en agua, 
se precisa agregar un tensoactivo (Tritón X-100). La absorbancia producto de 
la reacción se mide a 560 nm (pico de máxima absorción para el complejo Cu 
(II) – PAN), y a 800 nm (la zona donde solo la resina causa atenuación de la 
luz por empaquetamiento). Luego por diferencia entre ambas absorbancias se 
obtiene la absorbancia neta proporcional a la concentración de compuesto 
fijado (Khokan C. y col. 2013).  
 
1.2.2. Espectrofotometría de absorción atómica 
 
En la espectrofotometría de absorción atómica se basa en gran medida en la 
ley de Lambert y Beer, en ella el vapor del analito (Cu (II)) es sometido a una 
fuente de radiación, la cual debe tener una longitud de onda apropiada para 
ser absorbida por los átomos del analito y así promover los estados de 
excitación que son registrados por la máquina. En resumen, los electrones de 
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los átomos en el atomizador pueden ser promovidos a orbitales más altos por 
un instante mediante la absorción de una cantidad de energía (es decir, luz de 
una determinada longitud de onda). Esta cantidad de energía (o longitud de 
onda) se refiere específicamente a una transición de electrones en un 
elemento particular, y en general, cada longitud de onda corresponde a un 




Yodometría se utiliza comúnmente para analizar la concentración de agentes 
oxidantes en muestras de agua. Para un volumen conocido de muestra se 
añade una cantidad conocida de yoduro en exceso que los oxidantes oxidan a 
yodo. El yodo se disuelve en la solución que contiene yoduro y dar iones 
triyoduro de un color característico marrón oscuro. 
 
El ion cobre (II) reacciona cuantitativamente con el ion yodo (I-), dejando 
yodo liberado. Se utiliza el tiosulfato de sodio para determinar agentes 
oxidantes como el cobre metálico, esto influye en la adición de un exceso de 
yoduro de potasio y en una solución ligeramente ácida del analito. La 
reducción del analito produce una cantidad de yodo 
equivalente estequiometricamente. El yodo liberado entonces se valora con 
tiocianato que es uno de los pocos agentes reductores que es estable frente a 




Este método se basa en la deposición, por reducción, de los iones de cobre en 
forma de cobre metálico sobre el ánodo (electrodo de mercurio). Tras ello el 
potencial se hace más positivo y se re-disuelve este cobre (re-oxidación) 
pasando de nuevo a la solución, lo cual produce una corriente proporcional a 
la concentración de cobre en la muestra. Tiene la ventaja de poder medir la 
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concentración de varios elementos al mismo tiempo debido a que el potencial 
del par ión/metal es característico de cada metal (Gonzáles R. y col. 2002). 
 
1.2.5. Detección Espectrofotométrica usando cuprizón 
 
La detección espectrofotométrica de Cu (II) usando bisciclohexano 
oxaldihidrazona (cuprizón) se basa en la coloración azul característica de éste 
al entrar en contacto con el cobre en condiciones alcalinas (pH 8 a 9,5), la 
coloración desarrollada es progresiva hasta aproximadamente 20 minutos 
luego de los cuales se estabiliza. El cuprizón es altamente selectivo y sensible 
para la determinación de cobre. Se usa el buffer fosfato como tampón, y 
también para prevenir la precipitación del metal y remover gran número de 
sustancias interferentes. Se mide la absorbancia de la coloración desarrollada 
por el complejo Cu (II)-cuprizón a una longitud de onda de 600 nm. El 
método es amigable con el ambiente, simple, sensible y rápido para la 
determinación de cobre, y además evita el uso de agentes altamente 
contaminantes (Rumori P. y col. 2002). 
 
1.3.ANALISIS DE PLASMA DE ACOPLAMIENTO INDUCTIVO (ICP) 
 
El análisis ICP consiste en la transferencia de energía térmica a los elementos del 
analito mediante un plasma de acoplamiento inductivo a temperaturas aún más 
altas, con el fin preferente de producir partículas cargadas eléctricamente que 
puedan ser analisadas por un espectrómetro de masa. Estos iones se separar como 
función de su carga y masa, permitiendo la obtención de información analítica 
para cada isótopo de un elemento.    
 
1.4.RELAVES MINEROS  
 
Como resultado del proceso de obtención de minerales se generan desechos y 
residuos que son una mezcla de roca triturada, agua y reactivos químicos 
residuales denominados “relaves mineros”, los cuales son depositados en plantas 
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de recuperación de agua o en lugares de almacenamiento de relaves. Estos 
relaves mineros tienen gran cantidad de sustancias toxicas y metales como el 
arsénico, cadmio, cobre, cianuro, mercurio y selenio, que al entrar en contacto 
con el agua y el subsuelo, altera su composición natural lo que genera que la 
flora, fauna y las poblaciones cercanas se vean afectadas en su desarrollo. 
 
Adicionalmente a la contaminación de los recursos hídricos por componentes 
químicos, existen otros 3 tipos de contaminación de la calidad del agua como 
consecuencia de las actividades mineras (De Rosa y col., 1997). 
 
1.4.1. El drenaje ácido de la minería 
 
El drenaje ácido de la minería (DAM) se genera cuando los sulfatos de las 
rocas son expuestos al aire libre o al agua. Este proceso se genera cuando la 
roca es removida y amontonada en pilas de drenaje, que al entrar en contacto 
con el aire o con el agua crea ácido sulfúrico. 
 
El ácido lixivia la roca mientras que la roca fuente esté expuesta al aire y al 
agua, proceso que continuará hasta que los sulfatos sean extraídos 
completamente. Según el Consejo de la Minería Ambiental de la Columbia 
Británica (2000) este proceso puede durar cientos o miles de años, dado que 
el ácido es transportado desde la mina por el agua, las lluvias o por las 
corrientes superficiales, siendo posteriormente depositado en los estanques de 
agua, arroyos, ríos, lagos y mantos acuíferos cercanos, degradando la calidad 
del agua, pudiendo aniquilar así la vida acuática y volver el agua inservible. 
Según esta entidad, el DAM se constituye como la fuente mayor de 
contaminación por metales causada por la minería (Torres V., 2007). 
 
1.4.2. La contaminación por metales pesados y lixiviación 
 
Esta contaminación ocurre cuando ciertos metales como el cobalto, el cobre, 
el cadmio, el plomo, la plata y el zinc contenidos en las rocas removidas, 
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entran en contacto con el agua. Cuando esto ocurre, los metales extraídos son 
llevados río abajo, mientras el agua lava la superficie rocosa. Así, las 
consecuencias en el agua son similares a las generadas por el DAM. 
 
1.4.3. La erosión y sedimentación 
 
Las actividades mineras alteran el estado natural del suelo debido a la 
construcción de caminos, basureros y el desarrollo de excavaciones a la 
intemperie. Cuando no se toman las prevenciones adecuadas, la roca 
removida y la erosión posterior de la tierra puede transportar la sedimentación 
generada hacia los arroyos, ríos y lagos ubicados en las cercanías de las 
actividades mineras, pudiendo obstruir las riveras de los ríos, la vegetación de 
éstas, así como el hábitat para la fauna y los organismos acuáticos. 
 
El manejo de relaves es una operación requerida para recuperar y reutilizar el 
agua y evitar filtraciones hacia el suelo y subsuelo. Además, la prevención y 
el tratamiento del DAM, así como de la contaminación del agua por metales 
pesados y por la erosión, son requeridas para evitar la contaminación y 
degradación de los recursos hídricos. Cuando esto no ocurre, los 
contaminantes generados, al tener contacto con el agua y el subsuelo, alteran 
la composición natural de estos, lo que a su vez afecta a la fauna, flora y las 
poblaciones que se ubican próximas a las operaciones de la mina. Esta 
contaminación ha afectado la productividad de la agricultura y la capacidad 
de carga de los pastos para la ganadería, esta última predominante en las 





La remediación ambiental viene a ser la remoción de contaminantes de agua, 
suelo aguas subterráneas y aire. Está basado en gravámenes de salud humana y 
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riesgos ecológicos donde no existen estándares legislados o donde los estándares 
son consultivos. 
 
La remediación físico-química ha sido desarrollada ampliamente, pero algunos 
resultan ser no eficientes y altamente costos. Por otra parte los tratamientos 
biológicos son menos costosos y eficientes como por ejemplo los biosorbentes. 




Involucra transformaciones químicas sobre el metal pesado catalizadas por 
enzimas microbianas, que pueden contemplar oxidaciones, reducciones y 
metilaciones y dan como resultado compuestos poco solubles en agua o bien 
compuestos volátiles, por lo que es un proceso que en ocasiones puede 




Se refiere a la utilización de plantas y microorganismos asociados a su 
rizosfera para la remediación in situ y ex situ de suelos, lodos, sedimentos y 
aguas contaminadas con metales, a través de la inmovilización intracelular o 
extracelular así como la biotransformación de estos elementos (Banuelos G., 
2006). Es una tecnología económica que posee un impacto regenerativo en 
los lugares donde se aplica y la capacidad extractiva se mantiene debido al 




Proceso activo mediado metabólicamente en organismos vivos por la acción 
de proteínas transportadoras, que inmovilizan en el interior celular al ion 
metálico (Anhalya N. y col., 2004). Estos iones se unen a ligandos de alta 
afinidad en el citosol, tales como las fitoquelatinas y metaloproteinas, así 
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como a aminoácidos y ácidos orgánicos presentes en el citosol (Avilés C. y 
col., 2005). Además, los iones metálicos pueden ser compartimentalizados 




Consiste en la captación pasiva, rápida y reversible, de iones metálicos 
presentes en soluciones acuosas, por interacciones fisicoquímicas con 
materiales biológicos vivos o muertos. Estas interacciones dan lugar a 
diferentes mecanismos que unen selectivamente los iones a la pared celular 
(López A. y col., 2000). Los componentes de la superficie celular que 
intervienen en este proceso son polímeros estructurales y extracelulares, con 
un alto contenido de polianiones como los carboxilos, aminas, amidas, 
hidroxilo, fosfato y sulfhidrilo, los cuales constituyen grupos funcionales que 





Es un proceso por el cual ciertos tipos de materiales de origen natural u 
organismos retienen y concentran en su superficie sustancias y compuestos de 
diversa naturaleza química presentes en disoluciones acuosas. Como 
consecuencia de la elevada afinidad entre el bioadsorbente y el adsorbato, 
éste es atraído y retenido sobre el bioadsorbente por una serie de procesos 
complejos que incluyen la quimisorción, la complejación, la adsorción en 
superficie y en los poros, el intercambio iónico, la quelación y la adsorción de 
naturaleza física. Los bioadsorbentes presentan propiedades tanto de 
adsorbentes como de intercambiadores de iones, y poseen propiedades que les 
confieren elevadas capacidades de retención de metales, siendo capaces de 
disminuir su concentración en la disolución a niveles de ppb (µg.dm-3) 




1.6.BACTERIAS EN LA BIOREMEDIACION 
 
Las bacterias poseen resistencia a metales pesados por intervención de múltiples 
sistemas. Algunos de estos sistemas están ampliamente distribuidos y 
contribuyen en la defensa elemental de la célula frente a metales potencialmente 
dañinos, así como frente a las especies que estos producen al interactuar con los 
componentes celulares. Otros están muy especializados y se encuentran solo en 
algunas especies bacterianas, confiriéndoles la capacidad de resistencia a metales 
pesados. En Cupriavidus metallidurans y Serratia marcescens se han 
identificado la inducción de genes y sobreexpresión de proteínas relacionados 
con el estrés oxidativo, en respuesta a elevadas concentraciones de cobre y 
cobalto, respectivamente. Estos son hallazgos pioneros en relación con los 
mecanismos celulares requeridos para contrarrestar los efectos oxidativos de 
elevadas concentraciones de metales pesados en el interior celular en bacterias 




Las bacterias constituyen un grupo microbiano estudiado ampliamente en la 
remoción de un gran número de metales, por ejemplo, especies de los géneros 
Bacillus, Pseudomonas, Acinetobacter, Escherichia, Enterobacter, Serratia, 
Micrococcus y Acetobacter. Investigaciones realizadas con especies de 
Arthrobacter demostraron su capacidad de enlazar cobre, magnesio, níquel y 
plomo a valores de pH neutro (Veglio F. y col., 1997). 
 
 
Las características estructurales y la composición química de las bacterias, han 
motivado la evaluación de diferentes especies del género Bacillus en la captura 
de metales. Las especies Bacillus sphaericus, Bacillus cereus y Bacillus subtilis 
enfrentadas a los iones Cd2+, Zn2+, Cu2+ y Pb2+ presentaron distintas capacidades 
de captura y los mayores valores se obtuvieron con Bacillus subtilis y Bacillus 
cereus (Da Costa C. y col., 2001).  
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1.7.IDENTIFICACION BACTERIANA  
 
1.7.1. Identificación bioquímica (Forbes B. y col. 2009)  
 
Las  pruebas bioquímicas son un conjunto de reacciones que determinan la 
actividad de una vía metabólica de la bacteria, evidenciado por las 
características que aporta al medio la bacteria problema mediante su 
crecimiento. Para ello,  hay que partir de un cultivo bacteriano puro de 
preferencia en medio sólido, subcultivando de una colonia bien aislada. Es 
aconsejable mantener un control para cada una de las pruebas bioquímicas 




Sirve para evaluar las propiedades de utilización de la lactosa por bacilos 
gram negativos directamente sobre la placa. La hidrólisis de la lactosa 
produce ácidos orgánicos y las colonias que la hidrolizan adquieren un color 
rojo característico. Las colonias lactosa negativa permanecen incoloras 
aunque el medio vira a color amarillo por la subida de pH que origina la 




La catalasa es una enzima bacteriana que desdobla el agua oxigenada en 
oxígeno y agua. Constituye un sistema de defensa bacteriano frente a agentes 
hiperoxidantes como el peróxido de hidrogeno o agua oxigenada (López G. y 
col., 2007). Principalmente esta prueba es usada para diferenciar 
Streptococcus de Staphilococcus, Bacillus de Clostridium, etc. (MacFaddin J. 
y col., 2003). La prueba consiste en añadir unas gotas de H2O2 sobre la 







La ureasa es una enzima microbiana importante relacionada con la 
descomposición de los compuestos orgánicos. Se considera una enzima 
constitutiva, porque es sintetizada por ciertas bacterias sin tomar en 
consideración la presencia o ausencia del sustrato. En un principio la 
actividad enzimática de la ureasa fue característica de todas las especies de 
Proteus y luego se la utilizó para diferenciar miembros de la familia 
Enterobacteriaceae (MacFaddin J. y col., 2003). La prueba se desarrolla al 
sembrar el microorganismo problema en el agar urea de Christensen e incubar 
por 24 horas a 37°C, el desarrollo de un color rosado brillante indica una 
prueba positiva.  
 
Agar Citrato de Simmons 
 
El citrato de sodio es una sal del ácido cítrico, un compuesto orgánico simple 
que constituye uno de los metabolitos del ciclo de los ácidos tricarboxílicos. 
El metabolismo del citrato realizado por algunas bacterias se realiza por el 
ciclo de krebs y requiere el desdoblamiento del citrato por la enzima citritasa 
(citrato-oxalacetato-liasa o citrato desmolasa) en presencia de  magnesio o 
manganeso. La citritasa actúa sobre el citrato produciendo ácido oxalacético y 
acetato; productos que son convertidos enzimáticamente a piruvato y dióxido 
de carbono, lo que produce la alcalinización del medio con el cambio de color 
de verde a azul oscuro (indicador: azul de bromotimol, amarillo a pH< de 6,0 
y azul a pH > de 7,6). Esta prueba se usa para la identificación de la familia 
Enterobacteriaceae. 
 
Agar EMB (Eosina – Azul – Metileno) 
 
Es una agar selectivo para el aislamiento de Enterobacterias patógenas o 
bacilos coliformes. Los colorantes de anilina (Eosina y azul de metileno) 
inhiben las bacterias Gram positivas y las Gram negativas exigentes 
14 
 
nutricionalmente. Las colonias fermentadoras son de color rosado, 
Escherichiae coli fermenta los azúcares y forma colonias verdes con brillo 
metálico. Las colonias no fermentadoras son incoloras. Los fermentadores 
débiles producen colonias violáceas luego de 48 horas de incubación 
(Serratia, Klebsiella). 
 
Hidrolisis de Gelatina 
 
La prueba de licuefacción de gelatina utiliza como medio de cultivo medio 
nutritivo más gelatina, y pretende determinar la capacidad de un 
microorganismo de producir enzimas de tipo proteolíticas (gelatinasas) que 
licuan/hidrolizan la gelatina o muestran cambios característicos debido a los 
productos de degradación. La gelatina como proteína derivada del colágeno 
animal es hidrolizada por la gelatinasa en sus aminoácidos constituídos, con 
pérdida de sus características gelificantes. 
 
Agar TSI (Triple Azúcar Hierro) 
 
Es una prueba usada para la fermentación de la glucosa, lactosa y sacarosa y 
la producción de H2S y gas por parte de la bacteria. El cambio de color rojo-
anaranjado (color inicial del medio) a amarillo indica fermentación. Si se 
fermenta únicamente la glucosa el cambio de color del medio ocurre 
solamente en el fondo debido a que se encuentra 10 veces menos concentrada 
que la sacarosa y la lactosa, además los radicales libres no son suficientes 
para hacer virar el medio. Si se fermentan los 3 azucares hay cambio de color 
tanto en la superficie como en el fondo. La presencia de burbujas que rompen 
el medio  y a veces tienden a expulsarlo indica presencia de gas como 
producto final de la fermentación. La producción de H2S se manifiesta por la 
aparición de un precipitado color negro debido a la reducción de la sal de 





Agar LIA (Lisina – Hierro – Agar) 
 
Es un medio que sirve para demostrar la producción de dos enzimas: la lisina 
descarboxilasa y la lisina desaminasa, además la presencia de sales de hierro 
sirve para detectar la producción de H2S por los microorganismos en estudio. 
La descarboxilacion de la lisina ocurre en ambiente anaeróbico o sea en el 
fondo del tubo y se pone de manifiesto por la alcalinización del medio 
produciendo un viraje del indicador púrpura de bromocresol. La presencia de 
glucosa en los componentes del LIA determina primero una reacción de 
fermentación, produciendo acidificación  y cambio de color del medio a 
amarillo y el pH favorable para la reacción de descarboxilacion que ocurre 
después, volviendo al color violeta original la parte del fondo del tubo. La 
desaminacion de la lisina que se puede producir por los géneros Proteus  y 
Providencia tiene lugar en la parte superior del tubo produciendo 
ácido acetocarbónico que al combinarse con la sal de hierro y en presencia de 
oxigeno forma un color violeta rojizo. La producción de H2S se evidencia por 
la presencia de un precipitado negro por utilización de las sales de hierro. 
Ayuda en la identificación de miembros de la familia Enterobacteriaceae y 
Salmonela. 
 
Medio SIM (Sulfuro – Indol – Motilidad) 
 
El indol, es uno de los productos de la degradación metabólicas del 
aminoácido triptófano. Las bacterias que producen la enzima triptofanasa son 
capaces de hidrolizar y desaminar el triptófano con producción de indol, 
ácido pirúvico y amoniaco. La prueba del indol está basada en la formación 
de un complejo rojo cuando el indol reacciona con el grupo aldehído  p-
dimetilaminobenzaldehido, éste es el principio activo del reactivo de Kovacs. 
También esta prueba permite detectar la movilidad del microorganismo por la 
turbidez del medio, la producción de sulfuros a partir de aminoácidos 




Prueba de Vogues Proskauer y Rojo de Metilo 
 
Estas dos pruebas permiten la diferenciación dentro de las especies de 
enterobacterias. Éstas son anaerobias facultativas y utilizan la glucosa en 2 fases: 
la primera de metabolismo aerobio y la segunda continua el metabolismo 
mediante la fermentación (anaerobia): Fermentación ácido mixta y Fermentación 
butano-glicólica. 
 
a) Rojo de Metilo 
 
Como producto de la fermentación se producen ácidos orgánicos (ácidos 
fórmico, acético, láctico y succínico) que provocan un fuerte descenso del 
pH inicial del medio que puede detectarse al agregar unas gotas del 
indicador rojo de metilo. Se considera positiva si el color rojo (pH < 4,4) 
se mantiene y negativa si el color es amarillo (pH > 5,1).  
 
b) Vogues Proskauer  
 
Determinar la capacidad de algunas bacterias para generar un producto 
final neutro (acetoina y 2,3 Butanodiol) a partir de la fermentación de la 
glucosa. Los productos neutros formados en la presencia  de oxigeno 
atmosférico, alcalisis (Hidróxido de Potasio al 40 %) y peptonas, se 
oxidan en diacetilo, reactante para el color producido en la reacción. El 
alfa naftol actúa como catalizador para revelar un complejo color rojo. 
 
Prueba de reducción de nitratos 
 
Determina la capacidad de un microorganismo de reducir el nitrato. La 
reducción de nitrato a nitrito se determina por el agregado del ácido 
sulfanílico y alfanaftilamina. El ácido sulfanílico y el nitrito reaccionan para 
formar una sal de diazonio, y esta se une con la alfanaftilamina para producir 
un colorante azoico rojo hidrosoluble. Se puede agregar polvo de zinc luego 
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de una reacción negativa como confirmación. La mayoría de las bacterias 
aerobias son anaerobias facultativas y solo pueden reducir los Nitratos en 
ausencia de oxígeno. 
 
Prueba de oxidación – fermentación 
 
Determina si el metabolismo bacteriano (de gram negativas) es oxidativo o 
fermentativo de un hidrato de carbono o su falta de uso. El medio de cultivo 
utiliza baja concentración (1%) del hidrato de carbono, como consecuencia 
hay menor producción de productos de oxidación a partir de los aminoácidos 
que tienden a elevar el pH y neutralizan los ácidos débiles producidos por 
bacterias no fermentadoras. Se inoculan dos tubos con la cepa problema, uno 
se mantiene expuesto al oxigeno atmosférico y otro se sella con parafina. Un 
cambio de coloración en ambos tubos significa un microorganismo 
fermentativo, mientras que un cambio solo en el tubo expuesto significa que 
se trata de un microorganismo oxidativo. 
 
1.7.2. Identificación según el gen ARNr 16S 
 
El gen ARNr 16S (polirribonucleótido de aproximadamente 1 500 nt) 
contiene regiones altamente conservadas que permiten establecer la relación 
taxonómica profunda entre familias, clases y filos, así como regiones 
variables que posibilitan la discriminar entre especies del mismo género. 
Estas características permiten usar el gen como marcador filogenético y 
herramienta de identificación. Su aplicación como cronómetro molecular fue 
propuesta por Carl Woese (Universidad de Illinois) a principios de la década 
de 1970, El análisis de los ARNr 16S se ha utilizado ampliamente para 
establecer las relaciones filogenéticas dentro del mundo procariota, causando 
un profundo impacto sobre la visión de la evolución y, como consecuencia, 
en la clasificación e identificación bacteriana. Los ARNr 16S pueden 
caracterizarse en términos de secuencia parcial, mediante el método de 
catalogación de oligonucleótidos, utilizado en los estudios pioneros de 
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Woese. Siguiendo esta técnica, el ARNr 16S marcado in vivo y purificado, se 
trata con la enzima ribonucleasa T1. Los fragmentos generados se separan, 
determinándose posteriormente la secuencia de todos aquellos que incluyan al 
menos seis nucleótidos (nt). A continuación, las secuencias de la colección de 
fragmentos correspondientes a diferentes bacterias se alinean y comparan, 
utilizando programas informáticos, para calcular finalmente los coeficientes 




Los biorreactores son recipiente o sistema que mantiene un ambiente 
biológicamente activo; en la biorremediación se utilizan para la biorrecuperación 
de terrenos contaminados. El terreno a descontaminar se introduce en un 
recipiente de contención con suficiente agua para permitir una mezcla continua. 
Normalmente se optimiza la biorrecuperación añadiendo nutrientes (orgánicos o 
inorgánicos), controlando las condiciones de estos. 
 
Un biorreactor es un diseño ingenieril que generalmente comprende cuatro 
partes: instalaciones para el manejo de la contaminación y el acondicionamiento, 
la propia batería, biorreactor, instalaciones para el manejo del contaminante a ser 
tratado y disposición, y equipo auxiliar para el tratamiento de corrientes de 
proceso. El biorreactor se puede clasificar como por lotes, semi-continuo, y 
continuo desde el punto de vista de la operación. El modo de funcionamiento más 
común es por lotes. Otra clasificación útil se basa en el principal receptor de 
electrones utilizado en el proceso de biodegradación: aeróbico (oxígeno 
molecular), anóxico (nitrato y algunos cationes metálicos), anaeróbica (sulfato-
reductores, metanogénicas, fermentación) (Robles-González I. y col., 2003), y 
mixtos o combinados aceptores de electrones Hasta hoy los biorreactores 
aeróbicos han predominado en las aplicaciones a escala real, aunque 
biorreactores anaeróbicos son un área emergente de investigación y desarrollo 




Los biorreactores pueden ser construidos dependiendo del área a descontaminar y 
el periodo a realizar este proceso. Los tamaños de los biorreactores comerciales 
oscilan desde 3 m de altura y 15 m de diámetro hasta 4,4 m de altura y 7,6 m de 
diámetro. Los suelos o lodos contaminados se introducen dentro del reactor, se 
añaden los nutrientes, el agua y los cultivos microbianos. Se mezcla y se airea la 
suspensión hasta que las transformaciones de los compuestos seleccionados 
alcanzan un estado satisfactorio. Posteriormente, se detiene el mezclado y la 
aireación y se deja a los sólidos separarse del fluido por sedimentación o por 
flotación. Los sólidos son retirados y, si procede, devueltos a su lugar de origen y 
los líquidos, o bien se dejan evaporar o se reutilizan en un nuevo tratamiento. 
 
Una característica distintiva y ventajosa de los biorreactores es la manipulación y 
el control de las condiciones ambientales que conducen a la optimización de la 
biodegradación y mejor rendimiento de los procesos (Christodoulatos C. y col., 
1998). 
 
La inmovilización microbiana para uso en biorreactores es muy importante, 
permite formación de biopelículas. Estas biopelículas se han utilizado en 
diferentes configuraciones de biorreactores, incluyendo los discos biológicos 
rotatorios, los reactores de cama fija, los filtros de percolación, las camas  
fluidizadas y los biorreactores tipo air-lift (Morales F. y col., 2008). Las 
biopelículas de los reactores anaerobios de flujo ascendente también pueden ser 
integradas a un  proceso de biosorción, tienen de por sí un tamaño uniforme  y un 
estado inmovilizado natural. Resultan adecuados para su aplicación en reactores 
de columna. 
 
En los procesos de remoción de metales el alginato de calcio es una de las 
matrices más utilizada  por su capacidad de atrapar tanto células viables como no 
viables, el cual ha demostrado porcentajes de remoción altamente significativos 
para metales como Au, Cu, Fe y Zn, sin importar la densidad celular atrapada. 
Adicionalmente el alginato junto con la carboximetilcelulosa ha mostrado 
estabilidad mecánica en el uso durante repetidos ciclos. A escala de laboratorio 
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otra matriz utilizada es el gel policrilamida el cual ha mostrado porcentajes de 
remoción para cadmio, cobre, uranio y cobalto en soluciones metálicas sintéticas 
(Morales F. y col., 2008). 
 
1.9.REACTORES DE FLUJO ASCENDENTE DE LECHO FLUIDIZADO 
 
El primer trabajo publicado de un reactor de lecho suspendido data del año 1910 
y se le denomino “tanque biolítico”, con tiempos hidráulicos de retención de 8,5 
horas. Posteriormente, un nuevo invento se llevó a cabo en 1957 que consistió en 
un lecho suspendido con separador interno sólido-líquido, seguido de un filtro 
anaerobio. La operación de este reactor se basa en la actividad autorregulada de 
diferentes grupos de bacterias que degradan la materia orgánica y se desarrollan 
en forma interactiva, formando un lodo o barro biológicamente activo en el 
reactor. Dichos grupos bacterianos establecen entre sí relaciones simbióticas de 
alta eficiencia metabólica bajo la forma de gránulos cuya densidad les permite 
sedimentar en el digestor (Lettinga G. y col., 2008). 
 
En el caso de los reactores de lecho fluidizado ascendente su desarrollo es 
dependiente de la formación de las biopelículas sobre la partícula que apoyan el 
crecimiento bacteriano; lo que permite retener la biomasa dentro del reactor y por 
lo tanto para funcionar a tiempos de retención cortos. Entre las diferentes 
configuraciones de reactores de lecho fluidizado, el reactor de lecho fluidificado 
de flujo ascendente es una alternativa apropiada para la recuperación de metales 
pesados (Celis-García L. y col., 2008). 
 
La mayoría de las veces, reactores fluidizados usados se inoculan con un 
consorcio indefinido de microorganismos. Estas interacciones microbianas son 
particularmente importantes en los reactores de biopelículas, y están muy 
influenciadas por la capacidad de los microorganismos para insertarse en el 
soporte en las condiciones operativas aplicadas al reactor. La relación simbiótica 
que debe mantener, el grupo de bacterias conserva una asociación sintrófica ya 
que las bacterias acetogénicas conocidas como bacterias productoras obligadas de 
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Hidrógeno producen Acetato e hidrógeno, el cual es utilizado por las bacterias 
metanogénicas y hidrogenofílicas. 
 
El aumento de conciencia de que el tratamiento de efluentes es de vital 
importancia para evitar la contaminación ambiental, resultó en la necesidad de 
desarrollar procesos que combinen una alta eficiencia de tratamiento con bajos 
costos de construcción. Un Reactor Anaeróbico/Aerobio de Flujo Ascendente, 
denominado RAFA, en términos generales, consisten en tanques cuyo caudal 
afluente ingresa por su sección inferior, recolectándose el agua tratada en su 
sección superior. El período de retención hidráulica permite que el material 
contaminante sea estabilizado parcialmente por bacterias. 
 
Los reactores RAFA pueden trabajar de manera aerobia o anaerobia, a 
continuación una comparación técnica de los 2 casos: 
 
• La estabilización anaeróbica proporciona a las células poca energía, su 
crecimiento es relativamente bajo. De esta forma la producción de lodos es 
mucho menor que en el caso aeróbico, con mayor sencillez en su operación y 
mantenimiento. 
 
• Los requerimientos de nutrientes en el proceso anaeróbico son mucho 
menores que en el aeróbico, permitiéndose una mayor cobertura de 
aplicabilidad práctica de estos sistemas sobre el segundo. 
 
• Los costos operativos de un proceso anaeróbico son menores al de un proceso 
aeróbico, así como los de mantenimiento. 
 
• El gas metano producido en condiciones de equilibrio del proceso anaeróbico 
puede ser reutilizado como fuente energética. Es aquí donde surge el 
concepto de "biodigestores para aprovechamiento energético". 
 
• Una desventaja del sistema anaeróbico, derivado de la sensibilidad del 
equilibrio acidogénico - metanogénico, consta en la producción potencial de 
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malos olores, especialmente en épocas de cambios bruscos de clima. Esta 
desventaja puede controlarse, con diseño adecuado de sistemas de 
cerramiento de tanques, control operacional del pH, y ubicación adecuada de 
la estación depuradora con respecto a núcleos poblacionales. 
 
La operación del reactor está basada en el monitoreo de varios parámetros. Estos 
parámetros están relacionados ya sea con el agua residual, el lodo, el reactor, el 
contacto del agua residual con el lodo y la forma como esté distribuido en el 
interior del reactor. En esta parte se discutirán los parámetros más importantes los 





La temperatura es una de las variables que más influyen en el proceso, cuya 
eficacia decrece por debajo de 15 ºC ya que la depuración se debe 
fundamentalmente a la sedimentación, mientras que por encima de 15 ºC la 
biodegradación se incrementa. La temperatura afecta la actividad de los 
microorganismos, determina la cantidad de energía neta producida e influye 
en la relación pH-alcalinidad. Los ambientes anaeróbicos en relación con la 
temperatura pueden subdividirse en tres categorías: psicrofílico (0 a 20°C), 
mesofílico (20 a 40°C) y termofílico (45 a 65°C). Si el intervalo de 
temperatura en el reactor cambia, es necesario arrancar el reactor de nuevo. 
En el rango mesofílico, la actividad y el crecimiento de las bacterias 
disminuye a la mitad por cada 10°C de descenso por debajo de 35°C. 
 
 
Los cambios de temperatura en el intervalo mesofílico pueden tolerarse 
normalmente, pero cuando la temperatura desciende la carga también debe 







La influencia del pH sobre la producción de metano está relacionada con la 
concentración de AGV. Los diferentes grupos bacterianos presentan niveles 
de actividad satisfactorios a pH próximos pero un poco diferentes; los 
hidrolíticos entre 7,2 y 7,4, los acetogénicos entre 6,5 y 7,5. Las bacterias 
metanogénicas disminuyen su actividad si el pH aumenta por encima de 7,8. 
Cuando la capacidad metanogénica está continuamente sobrecargada y no se 
añade la base necesaria para neutralizar los AGV presentes, el sistema de 
tratamiento se convertirá en un reactor de acidificación, el pH de este efluente 




















































Capitulo II.  








Material de vidrio 
- Tubos de ensayo de 20 ml 
- Placas Petri de 15 cm 
- Matraz de 250 ml 
- Matraz de 500 ml 
- Probeta de 100 ml 
- Fiola 10 ml 
- Fiola 25 ml 
- Beaker 50 ml 
 
Equipos 
- Balanza analítica 
- Horno microondas  
- Centrifugadora  
- Estufa  
- Autoclave 
- Incubadora  
- Termoagitador  
- Pastilla magnética 
- Microscopio 
- Espectrofotómetro 
- Espectrofotómetro Cary  
- Microcentrifugadora   
 
Otros 
- Frascos de polipropileno de 1 L con tapa rosca 
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- Frascos de vidrio de 200 L con tapa rosca de metal 
- Tubos falcon de 15 ml 
- Micropipeta de 1000 uL 
- Asa de kohl  
- Jeringas hipodérmicas de 5 ml 
- Tubos eppendorf de 1,5 ml 
 
Material Químico 
- Agua destilada 
- Extracto de carne 
- Peptona 
- Sulfato de cobre pentahidratado 
- Agar bacteriológico  
- Triptona  
- Extracto de levadura 
- Cloruro de sodio 
- Solución estándar de cobre 1000 ppm Merck ® 
- Reactivo Cuprizon (C14H22N4O2) Merck ® 
- Fosfato monobásico de potasio 
- Fosfato bibásico de potasio 
- Hidróxido de sodio 
- Ácido perclórico cc 
- Ácido nítrico cc 
- Clorhidrato de tetrametil-p-fenilendiamina (Reactivo Oxidasa) 
- Ácido sulfanílico 
- Álfanaftilamina 
- Peróxido de hidrogeno  
- Reactivo de Kovacs  
- Agar MacConkey  
- Agar Urea de Christensen 
- Agar Citrato de Simmons 
- Base para agar Sangre 
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- Sangre humana 5 ml 
- Agar Eosina Azul de Metileno (EMB) 
- Agar Gelatina 
- Agar Triple Azúcar Hierro (TSI) 
- Lisina Hierro Agar (LIA) 
- Agar Sulfuro Indol Motilidad (SIM) 
- Caldo MRVP 
- Agar Nitrato  
- Hidróxido de potasio  




















2.1.Obtención de muestras de relaves mineros 
 
Las muestras se recolectaron directamente a partir de cada uno de los relaves 
mineros (relave de la planta de sulfuros y de la poza de relaves) producto de la 
actividad extractiva de cobre de la minera Xstrata Tintaya, provincia de Espinar, 
departamento de Cusco. La muestra de relave líquido se recolectó directamente 
del efluente del tanque de 500 m3 de la planta de Sulfuros en una botella de 
polipropileno estéril de 1 litro con tapa rosca. La segunda muestra fue recolectada 
de la poza de relaves, se tomaron 5 puntos del área total en forma de zigzag 
(Carter M. y col. 2006), utilizando una pala se tomó aproximadamente 1,5 Kg en 
cada punto de muestreo y se depositó en una bolsa de polipropileno estéril. Se 
registró la temperatura y pH de las muestras obtenidas in situ. Cada una de las 
muestras se rotuló y almacenó a bajas temperaturas hasta su transporte a 
laboratorio para su análisis.  
 
2.2.Determinación de la concentración de Cu (II) en las muestras de relave 
 
En el análisis por Plasma de Acoplamiento Inductivo (ICP) se detectan los iones 
según su carga eléctrica (producto de someter la muestra a altas temperaturas) en 
un espectrómetro de masa. Los sólidos presentes en la muestra líquida se 
determinaron (en porcentaje) por sedimentación y se retiró 50 ml de la porción 
líquida para su análisis. En la muestra sólida no se realizó ningún tratamiento. 
Ambas muestras fueron llevadas a los laboratorios de Laboratorios Analíticos del 
Sur (LAS ®) para determinar la concentración de Cu (II) en cada una de ellas 
mediante el barrido ICP (Plasma de Acoplamiento Inductivo). 
 
2.3.Aislamiento de microorganismos tolerantes al cobre 
 
Para aislar los microorganismos presentes en las muestras con resistencia a cobre, 
se preparó un inoculo a partir de 10 ml de la muestra líquida, en el caso de la 
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muestra sólida se diluyó 1 g de esta en 10 ml de agua destilada; ambos se 
llevaron a tubos falcón de 20 ml y se centrifugaron a 2000 rpm por 10 minutos. 
Se descartó la mitad del sobrenadante y se re-suspendió el precipitado en los 5 ml 
restantes. Cada inóculo se trasvasó a tubos de ensayo de 20 ml y se inoculó a 
37°C en agitación por espacio de dos horas. Se re-inoculó 1 ml de cada una de las 
muestras en frascos de 200 ml conteniendo 100 ml de caldo nutritivo (peptona 
5,0 g.L-1, extracto de carne 3,0 g.L-1) modificado con CuSO4.5H2O para 
seleccionar las cepas resistentes, inicialmente con 50 mg.L-1 y luego 100 mg.L-1.  
 
Los frascos inoculados se incubaron a 37 °C hasta observar turbidez o algún otro 
cambio visual en el medio. El aislamiento de cepas puras se realizó mediante la 
técnica de dilución de los medios líquidos inoculados y la posterior siembra de 
estos en placas de agar nutritivo (peptona 5,0 g.L-1, extracto de carne 3,0 g.L-1, 
agar bacteriológico 15 g.L-1). De cada dilución se retiró 50 μL con una 
micropipeta estéril se esparció sobre la placa Petri y se incubó a 37°C por 48 
horas. 
 
2.4.Caracterización macro y microscópica de las cepas tolerantes al cobre 
 
La caracterización macroscópica de las colonias aisladas estuvo basada en el 
tamaño, la forma, borde, elevación, consistencia, color, etc. (Benson H., 1994). 
La caracterización microscópica se realizó mediante la tinción de gram (Smith A. 
y col., 2005) para determinar si las bacterias son gram positivas o gram negativas 
y diferenciar entre la morfología de estas. 
 
2.5.Acondicionamiento de los microorganismos aislados 
 
Se determinó el nivel de resistencia a cobre de los microorganismos aislados 
mediante el cultivo en agar nutritivo modificado con concentraciones crecientes 




A partir de inóculos de cada una de las cepas aisladas, se realizó la siembra en 
agar nutritivo modificado con 100 mg.L-1 de CuSO4.5H2O, se incubó a 37°C por 
24 horas. Las colonias obtenidas para cada microorganismo se sembraron en 
placas de agar nutritivo modificado con 150 mg.L-1, este procedimiento se repitió 
con todos los microorganismos con concentraciones de cobre ascendente hasta 
conocer la máxima concentración de metal a la que estos pueden sobrevivir 
(CMI). Cada cultivo se incubó 24 horas a 37°C o hasta observar la formación de 
colonias.  
 
2.6.Curva de las cepas aisladas 
 
2.6.1. Estandarización de la curva de crecimiento 
 
Se prepararon inóculos de 108 células/ml en medio nutritivo modificado 
con 500 mg.L-1 de CuSO4.5H2O para cada una de las cepas y se armaron 
frascos estériles con tapa rosca acondicionados con una pequeña 
manguera, y conectados a una jeringa al final. En cada frasco se dispersó 
100 ml de medio nutritivo modificado con 500 mg.L-1 CuSO4.5H2O; se 
autoclavó a 121°C por 20 minutos. Posteriormente se rotuló cada frasco 
perteneciente a cada cepa y uno como control negativo o blanco. Cada 
frasco se inoculó con 1 ml de inóculo respectivamente.  
 
ܷܨܥ ݈݉⁄ ൌ ܺ	 ∙ 25	 ∙ 50	 ∙ 1000	 ∙ ܨܦ																																				ࡱࢉ࢛ࢇࢉ࢏ó࢔	૚ 
 
Dónde:  
UFC: Unidad formadora de colonia 
X: promedio de microorganismos contados 
25: Numero de cuadrados en la cámara 
50: Factor de altura para obtener 1 mm3 
1000: Factor para convertir 1 mm3 a 1 cm3 




A partir del tiempo de inoculación (Tiempo Cero, T0), haciendo uso de la 
jeringa se tomaron alícuotas de 1,5 ml cada cuatro horas que fueron 
colocados en tubos eppendorf. Cada alícuota se diluyó en 1:2 con medio 
nutritivo modificado con 500 mg.L-1 CuSO4.5H2O previamente 
autoclavado, y se tomaron 200 μL para determinar la concentración 
bacteriana en cámara de Neubauer (Ecuación 1) y 2.8 ml para la lectura 
espectrofotométrica (λ = 550 nm) (Escobar L. F. y col., 2010). Este 
procedimiento se siguió las primeras 48 horas del análisis, y con los datos 
obtenidos se construyó la curva de calibración (para la estandarización de 
la curva de crecimiento) entre la concentración obtenida usando el 
recuento en cámara de Neubauer (Ecuación 1) y la absorbancia obtenida 
usando el espectrofotómetro.  
 
 
2.6.2. Determinación de la fase logarítmica y cálculo de la velocidad de 
crecimiento 
 
A partir de las 48 horas de incubación se tomaron alícuotas de 1.5 ml para 
realizar las lecturas espectrofotométricas. Las muestras fueron tomadas 
hasta la segunda semana con un total de 216 horas de incubación (9 días). 
 
Al culminar las 216 horas se recopiló la información en una hoja de 
cálculo Excel, se construyó la curva y se obtuvo la velocidad de 




݀ݐ ൌ 	ߤ ∙ ܰ																														ࡱࢉ࢛ࢇࢉ࢏ó࢔	૛ 
 
Dónde:  
N = Concentración bacteriana en células/l 
t = tiempo, h 
μ = velocidad especifica de crecimiento, h-1 
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2.7.Determinación de la capacidad de remoción de cobre por los 
microorganismos por métodos espectrofotométricos usando cuprizón 
 
El método espectrofotométrico con bisciclohexano oxaldihidrazona (cuprizón) se 
basa en medir la absorción del complejo formado por el cobre (II) con un agente 
quelante (cuprizón) el cual forma una coloración azul. La técnica presenta alta 
sensibilidad analítica, pero requiere de un control adecuado de pH para evitar la 
precipitación del metal. 
 
2.7.1. Preparación del estándar de Cu 
 
Se tomó 0,5 ml de la solución estándar de cobre de 1 000 mg.L-1 (Merck 
®), se depositó en una fiola de 10 ml y se enrasó con agua destilada para 
obtener una solución estándar de 50 mg.L-1. 
 
2.7.2. Preparación de la solución de reactivo Cuprizón (C14H22N4O2) 
 
Se preparó una solución de cuprizón al 0,495 % como sigue: se pesó 
0,125 g de cuprizón (99% m/v) (bisciclohexano oxaldihidrazona) y se 
vertió sobre un vaso de precipitado, se disolvió con 15 ml de etanol al 96 
% sobre un termoagitador a una temperatura entre 55°C y 65°C por un 
periodo de 15 minutos hasta obtener una solución completamente 
transparente. Finalmente la solución se llevó a una fiola de 25 ml y se 
enraso con agua destilada (Rumori P. y col., 2003). La solución debe 
prepararse antes de realizar la medida espectrofotométrica. 
 
2.7.3. Elaboración de la Curva de Calibración  
 
Se tomaron 6 fiolas de 10 ml y se colocó en cada una 2 ml de buffer 
fosfato (pH 8.5), 1 ml de la solución de cuprizón. En cada una se agregó 
0,1, 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 ml del patrón de 50 mg.L-1 para formar patrones a 
concentraciones de 0,5 mg.L-1, 1,0 mg.L-1, 2,0 mg.L-1, 3,0 mg.L-1 y 4,0 
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mg.L-1 respectivamente, la última fiola fue considerada como blanco. Se 
enrasó cada fiola a 10 ml y se dejó reposar por 20 minutos para 
desarrollar la coloración característica al reaccionar el cobre con el 
cuprizón. 
 
Se realizó la lectura de la absorbancia en el espectrofotómetro a 600 nm 
de longitud de onda. Con los datos se construyó la curva de calibración. 
 
2.7.4. Validación del método espectrofotométrico 
 
Una vez que se obtuvieron las condiciones óptimas de medida para el 
método de análisis por espectrofotometría, se procedió a su validación. En 
esta ocasión, este proceso se basó en el estudio de los parámetros 
utilizados por Nieto B. (2011) y Suárez P. (2001): linealidad, límites de 
detección, límite de cuantificación y exactitud (o error sistemático). 
 
 Linealidad: Para determinar el intervalo de concentración en el que 
es aplicable la ley de Lambert y Beer. 
 
 Límite de Detección y Cuantificación: Estos parámetros se calculan 
a partir de la ecuación de la recta con los términos a (intercepto) y b 
(pendiente). 
 
ܮܦܦ ൌ ሺܽ	 ∙ ሺ3	 ∙ 	ܽ௦ሻܾ	 ∙ 	݊ଵ ଶ⁄ 																													ࡱࢉ࢛ࢇࢉ࢏ó࢔	૜. 
 
ܮܦܳ ൌ ሺܽ	 ∙ ሺ10	 ∙ 	ܽ௦ሻܾ	 ∙ 	݊ଵ ଶ⁄ 																										ࡱࢉ࢛ࢇࢉ࢏ó࢔	૝.	 
 
 Exactitud (error sistemático): Corresponde a la diferencia entre el 
valor obtenido (media) y el valor real. Matemáticamente puede 
expresarse como Recuperación que se calcula según la ecuación 5. 
Adicionalmente se calculó el Coeficiente de variación.  
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ܴ݁ܿݑ݌݁ݎܽܿ݅݋݊ ൌ ᾱẍ 	 ∙ 100																							ࡱࢉ࢛ࢇࢉ࢏ó࢔	૞. 
 
Dónde: 
ᾱ = valor promedio  
ẍ = valor verdadero 
 
2.7.5. Determinación de la remoción de cobre por las cepas puras 
 
a) Preparación de inóculos 
 
Se preparó medio nutritivo modificado con 500 mg.L-1 de 
CuSO4.5H2O, se autoclavó a 121°C por 20 minutos. Cada una de las 
cepas se inoculó en 10 ml de medio estéril y se incubó a 37°C por 24 
horas.  
 
b) Preparación de las muestras 
 
Se tomó 1 ml de cada cepa y se inoculó en frascos con 150 ml de 
medio nutritivo modificado con 500 mg.L-1 de CuSO4.5H2O, se dejó 
un frasco como control negativo o blanco con medio modificado sin 
inóculo, todos se incubaron a 37°C. El tiempo de incubación se 
determinó de acuerdo a la curva de crecimiento obtenida para cada 
cepa y durante este tiempo, cada día se tomaron alícuotas de 1 ml, se 
depositaron en tubos eppendorf y centrifugaron a 10 000 rpm por 10 
minutos, el sobrenadante se traspasó a un tubo de ensayo limpio y se 
rotuló.  
 
c) Lectura espectrofotométrica  
 
En fiolas de 10 ml se colocó 2 ml de buffer fosfato (pH 8,5), 1 ml de 
la solución de cuprizón y 80 μl del sobrenadante obtenido de cada una 
de las muestras y del blanco (cálculo reproducido de acuerdo a la 
35 
 
concentración inicial de Cu (II) usada), cada fiola se enrasó con agua 
destilada estéril y dejó en reposo por 20 minutos (Rumori P. y col., 
2003).  
 
Se realizó la lectura de la absorbancia en el espectrofotómetro a 600 
nm de longitud de onda para cada una de las muestras.  
 
2.7.6. Determinación de la cantidad de metal capturado 
 
Se determinó la cantidad de metal removido por la biomasa microbiana a 
través de la ecuación 3 (Fogler H. S., 2001). 
 
 




 q = mg de metal enlazado por gramo de biomasa (mg.g-1) 
 CO, CF = concentración inicial y final de metal (mg.L-1) 
 V = volumen de la solución (L) 
m = biomasa bacteriana (g) 
 
 
2.8.Selección de cepas destacadas y formación de consorcios bacterianos  
 
De acuerdo a los resultados obtenidos en las metodologías número 2.6 y 2.7, se 
seleccionaron las cepas según su crecimiento y la concentración de cobre 
removido. Con las cepas seleccionadas se realizó una evaluación de la capacidad 
de remoción de cobre en función de la curva de crecimiento bacteriana, y se 
conformaron consorcios bacterianos para realizar la evaluación mencionada: 




2.8.1. Evaluación de la capacidad de remoción de cobre y curva de 
crecimiento bacteriana  
 
Se prepararon inóculos de 15 ml de las cepas seleccionadas en medio 
nutritivo sin CuSO4.5H2O, incubados por 72 horas a 37°C. Se prepararon 
frascos con 90 ml de una solución sintética de 500 mg.L-1 de 
CuSO4.5H2O (45 mg de CuSO4.5H2O en 90 ml de agua destilada estéril) 
(Monge A. y col., 2008). Cada frasco fue acondicionado para la toma de 
muestras con una pequeña manguera y una jeringa, se rotuló con el 
nombre de cada cepa para diferenciarlos. Cada frasco se inoculó con 10 
ml de los inóculos preparados. Se incubó a 37°C por 8 días. La toma de 
muestras se realizó diariamente y se almacenó hasta continuar con el 
procedimiento indicado en la metodología 2.7.4.C para determinar la 
concentración final de Cu (II). Obtenidos los resultados se construyó una 
curva que se confrontó con la curva de crecimiento ya obtenida.  
 
2.8.2. Selección del consorcio bacteriano  
 
Con las cepas seleccionadas se conformaron todos los consorcios posibles 
de acuerdo a la tabla número 1. 
 
 
Tabla 1. Conformación de los consorcios bacterianos 
Cepas 1 2 3 4 … 
1  1,2 1,3 1,4  
2   2,3 2,4  
3    3,4  
1,2   1,2,3 1,2,4  
1,3    1,3,4  
2,3    2,3,4  
1,2,3    1,2,3,4  




a) Determinación de la velocidad de crecimiento específica  
 
Se prepararon inóculos de 72 horas de cada una de las cepas en medio 
nutritivo sin CuSO4.5H2O. Se prepararon frascos con 90 ml de 
solución sintética de 500 mg.L-1 de CuSO4.5H2O cada frascos fue 
acondicionado con una pequeña manguera para la toma de muestras y 
se rotuló con el nombre de cada consorcio. Los frascos se inocularon 
con 10 ml del consorcio formado (el volumen de inóculo fue el mismo 
para cada cepa) y se incubaron a 37°C. Cada día se extrajeron 
alícuotas de 1 ml que se almacenaron en tubos eppendorf con el 
respectivo rótulo; el tiempo de incubación fue de 8 días. Concluido 
éste tiempo se obtuvo la concentración bacteriana mediante el método 
turbidimétrico con espectrofotómetro a una longitud de onda de 550 
nm.  
 
Los datos se compilaron en una hoja de cálculo Excel donde se 
construyó la curva de crecimiento y se calculó la velocidad específica 
de crecimiento para cada consorcio usando la ecuación 2. 
 
b) Determinación espectrofotométrica de remoción de cobre  
 
a. Preparación de inóculos 
 
Se prepararon inóculos de 40 ml de las cepas seleccionadas en medio 
nutritivo sin CuSO4.5H2O, incubados por 72 horas y se incubó a 
37°C. 
 
b. Preparación de cepas en consorcio 
 
Se prepararon frascos con 90 ml de una solución sintética de 500 
mg.L-1 de CuSO4.5H2O (45 mg de CuSO4.5H2O en 90 ml de agua 
destilada estéril) (Monge A. y col., 2008). Cada frasco fue 
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acondicionado para la toma de muestras con una pequeña manguera y 
una jeringa, y se rotuló con el nombre de cada consorcio (tabla 1) para 
diferenciarlos. Cada frasco se inoculó con 10 ml del consorcio 
formado (el volumen de inóculo fue el mismo para cada cepa). Los 
frascos se incubaron a 37°C y cada día se extrajo alícuotas de 1 ml 
que se almacenaron en tubos eppendorf con el respectivo rotulo; el 
tiempo de incubación fue de 8 días. Antes del análisis, cada muestra 
se centrifugó a 10 000 rpm por 10 minutos, el sobrenadante se 
traspasó a un tubo de ensayo limpio y se rotuló. 
 
c. Lectura espectrofotométrica  
 
En fiolas de 10 ml se colocó 2 ml de buffer fosfato (pH 8,5), 1 ml de 
la solución de cuprizón y 80 μl del sobrenadante obtenido de cada una 
de las muestras y del blanco (cálculo reproducido de acuerdo a la 
concentración inicial de Cu (II) usada), cada fiola se enrasó con agua 
destilada estéril y dejó en reposo por 20 minutos (Rumori P.y col., 
2003).  
 
Se realizó la lectura de la absorbancia en el espectrofotómetro a 600 
nm de longitud de onda para cada una de las muestras. Se determinó 
la cantidad de metal capturado por la biomasa microbiana a través de 
la ecuación 3 (Fogler H. S., 2001). 
 
2.9.Determinación del mecanismo de remoción de Cobre por los 
microorganismos aislados según Shakoory (2002) 
 
La cantidad de metal adsorvida se determinó al contato celular con una solución 
hipertónica con la que se logra liberar el material adherido a la célula. En el caso 
de la absorción de metal, se requirió el lisado celular con ácidos concentrados y 




2.9.1. Adsorción de Cu (II)  
 
Para la adsorción de Cu (II) las bacterias fueron cultivadas en medio 
Luria Bertoni (10 g.L-1 triptona, 5 g.L-1 extracto de levadura, 10 g.L-1 
Cloruro de sodio) modificado con 100 mg.L-1 de iones de cobre. Después 
de un día de cultivo se recolectaron las células y se lavaron tres veces con 
NaCl al 0,9% (solución isotónica). Luego se re-suspendieron en 10 ml de 
NaCl al 9% (solución hipertónica) y se incubaron toda la noche a 37°C. 
Al día siguiente se centrifugaron a 5 000 rpm durante 15 minutos. Se 
separó el sobrenadante en un tubo limpio y este se usó para determinar la 
concentración mediante el método espectrofotométrico usando cuprizón 
indicado en la metodología 2.7.4.C. 
 
2.9.2. Absorción de Cu (II) 
 
Para la estimación de absorción de Cu (II) se utilizó un inoculo bacteriano 
de 48 horas inoculado en medio nutritivo modificado con 100 mg.L-1 de 
Cu (II). Se centrifugó a 10 000 rpm 10 minutos. El pellet se lisó con 5 ml 
de mezcla de HCIO4-HNO3 (1:1). La cantidad de cobre absorbido por 
bacterias se midió en el sobrenadante mediante el método 
espectrofotométrico usando cuprizón (Metodología 2.7.4.C). 
 
 
2.10. Identificación Bioquímica de las cepas seleccionadas (Forbes B. A. y col. 
2009) 
 
Las pruebas bioquímicas combinadas con las características macro y 
microscópicas permiten identificar parcial y/o completamente determinado 
microorganismo desconocido. A continuación se mencionan las pruebas 
bioquímicas utilizadas por Shakoori (2002) para identificar bacterias resistentes 






Se evalúa directamente las propiedades de utilización de la lactosa. La hidrólisis 
de la lactosa produce ácidos orgánicos virando la coloración de las colonias a un 
color rojo característico. Las colonias lactosas negativas permanecen incoloras 




Principalmente usada para diferenciar Streptococcus de Staphilococcus, Bacillus 
de Clostridium, etc. (MacFaddin J. y col., 2003). La prueba consiste en añadir 
unas gotas de H2O2 sobre la colonia problema, si aparecen burbujas de O2 la 




La prueba se desarrolla al sembrar el microorganismo problema en el agar urea 
de Christensen e incubar por 24 horas a 37°C, el desarrollo de un color rosado 
brillante indica una prueba positiva.  
 
Agar Citrato de Simmons 
 
Para determinar si el microorganismo es capaz de usar el citrato como única 
fuente de carbono para el metabolismo y crecimiento. Se usa para la 
identificación de la familia Enterobacteriaceae. La alcalinización del medio 




Usado para la detección de enterobacterias o bacilos coliformes. Las colonias 
fermentadoras fuertes de lactosa producen colonias negro verdosas con un brillo 
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metálico (E. coli). Los fermentadores débiles producen colonias violáceas luego 
de 48 horas de incubación (Serratia, Klebsiella). 
 
 
Hidrolisis de Gelatina 
 
Sirve para determinar la capacidad de un microorganismo de producir enzimas 
proteolíticas (gelatinasas) que den como resultado la licuefacción de la gelatina.  
 
 
Agar TSI  
 
Es un medio que permite la realización de tres pruebas simultaneas: la utilización 
de azucares (glucosa, lactosa y sacarosa), producción de gas y producción de 





Usado para detectar si los miembros de la familia Enterobacteriaceae 
descarboxilan o desaminan la lisina, además de la formación de ácido sulfhídrico. 
Ayuda en la identificación de especies de salmonela. 
 
 
Medio SIM  
 
Permite detectar la movilidad del microorganismo por la turbidez del medio, la 
producción de sulfuros a partir de aminoácidos (aparición de un color negro) y la 
producción del metabolito indol indicada por un anillo rojo al adicionar el 





Prueba de Vogues Proskauer y Rojo de Metilo 
 
c) Rojo de Metilo 
Se considera positiva si al agregar unas gotas del indicador rojo de metilo el 
color rojo (pH < 4,4) se mantiene y negativa si el color es amarillo (pH > 
5,1).  
 
d) Vogues Proskauer  
 
La prueba se basa en la detección de acetoína, un precursor en la formación 
de 2,3-butanodiol, al añadir KOH al 40 % y alfa-naftol. 
 
Prueba de reducción de nitratos 
 
Determina la capacidad de un microorganismo de reducir el nitrato. La reducción 
de nitrato a nitrito se determina por el agregado del ácido sulfanílico y 
alfanaftilamina para producir un colorante azoico rojo hidrosoluble. Se puede 
agregar polvo de zinc luego de una reacción negativa como confirmación.  
 
Prueba de oxidación – fermentación 
 
Determina si el metabolismo bacteriano (de gram negativas) es oxidativo o 
fermentativo. Se inoculan dos tubos con la cepa problema, uno se mantiene 
expuesto al oxigeno atmosférico y otro se sella con parafina. Un cambio de 
coloración en ambos tubos significa un microorganismo fermentativo, mientras 
que un cambio solo en el tubo expuesto significa que se trata de un 
microorganismo oxidativo.  
 
2.11. Identificación de cepas basado en el ADN 
 
La extracción de ADN se basa en la ruptura celular para liberar todo su 
contenido, seguida de la eliminación de proteínas y ARN con detergentes (SDS o 
43 
 
CETAB y RNAsa) para evitar la contaminación o alteración de resultados. 
También se requiere eliminar las proteínas ligadas al ADN (desproteinización) y 
por último se requiere concentrar el ADN extraído. La identificación bacteriana 
requiere la amplificación del gen ARNr 16S, su secuenciación y posterior análisis 
en la base de datos NCBI. 
 
2.11.1. Extracción de ADN 
 
Se cultivó las bacterias aisladas en caldo nutritivo e incubó a 30°C por 24 
horas. Se extrajo el ADN de cada cepa aislada usando el kit de Gentra 
Puregen, descrito a continuación: se transfirió 500 μL del cultivo celular a 
un tubo de microcentrifuga de 1.5 ml y se colocó en hielo. Se centrifugó 
por 5 segundos de 13 000 a 16 000 gravedades hasta obtener el pellet, 
cuidadosamente se descartó el sobrenadante con una micropipeta. Se 
agregó 300 μL de la solución de lisis celular y se mezcló mediante 
pipeteo por espacio de 5 minutos.  Luego se agregó 1.5 μL de la solución 
de RNAasa (Solución A) y mezclo por inversión 25 veces, y después se 
incubó a 37°C por 15 o 60 minutos. Luego se realizó un shock térmico 
colocando el tubo en hielo por 1 minuto y agregando 100 μL de solución 
precipitadora de proteínas, se llevó a vortex por 20 segundos a máxima 
velocidad. Se centrifugo el tubo a 13 000 gravedades por 3 minutos, se 
descartó el sobrenadante y se agregó 300 μL de isopropanol, se mezcló 
por inversión 50 veces y luego se centrifugó nuevamente a 15 000 
gravedades por 1 minuto, cuidadosamente se descartó el sobrenadante. 
 
El pellet obtenido se lavó con 300 μL de etanol al 70 %. Se centrifugó a 
15000 gravedades por 1 minutos y cuidadosamente se descartó el 
sobrenadante, se dejó secar por 5 minutos con el tubo invertido. 
Finalmente se agregó 100 μL de la solución de hidratación de ADN y se 




2.11.2. Amplificación del gen rRNA 16S y secuenciación del producto de la 
PCR 
 
Los ADN producto de la extracción se enviaron a los laboratorios del 
Departamento de biología Molecular del Massachussets General Hospital, 
Boston, E.E.U.U. (MGH DNA Sequencing Core Facility) para realizar la 
extracción, purificación y secuenciación del gen rRNA 16S. 
 
2.11.3. Construcción del árbol de filogenia 
 
Luego de haber obtenido las secuencias correspondientes a cada una de 
las cepas, se usó el software Cluster para la alineación de estas y 
respectivo corte de extremos. Luego de haber alineado las secuencias, se 
usó el software Mega para la construcción del árbol filogenético. 
 
2.12. Remoción de Cu (II) bajo un sistema RAEFA-EZ  
 
Se construyó un reactor aerobio de flujo ascendente continuo empaquetado con 
zeolita (RAEFA-EZ) según el modelo diseñado por Monge A. y col. (2008) que 
consta de una columna de PVC de 1,2 m de largo y 5 cm de diámetro interno con 
tres salidas laterales para la toma de muestras, con 2 entradas inferiores para el 
ingreso de aire y el medio de alimentación, y 2 salidas superiores para los 
residuos y la salida de aire. Para incrementar el porcentaje de remoción se 
utilizaron dos columnas adicionales seriadas, una de acrílico para facilitar la 
visualización y la otra también de PVC. La zeolita se sumergió en medio con las 
cepas seleccionadas para que estas se adhieran a su estructura. Posteriormente 
cada columna fue empacada con 1 100 g de zeolita clinoptilolita inoculada con 
las cepas, solo como medio de soporte de biomasa con un tamaño de partícula 
entre 1 y 3 cm. 
 
Se preparó una solución sintética de cobre a concentración de 500 mg.L-1 de 
CuSO4.5H2O. Con ayuda de una bomba y un flujo de 0,125 L.h-1, se dejó rellenar 
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con la solución sintética de cobre la primera columna, se tomaron muestras cada 
cuatro horas y al cabo de 48 horas se dejó correr la solución hasta la segunda 
columna. Se repitió el procedimiento hasta la tercera columna donde luego de 48 
horas se tomó la última muestra y se determinó la concentración de cobre 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
 
3.1.Obtención de muestras de relaves mineros:  
 
Se recolectaron dos tipos de muestras: una directamente del efluente de la planta 
de Sulfuros de la minera y otra de la poza de relaves mezcla de los efluentes de 
las plantas de Sulfuros y Óxidos. Debido a la política de la minera Xstrata 
Tintaya la recolección de muestras las realizó el personal de la empresa y no se 
pudo seguir completamente los procedimientos descritos en la metodología 2.1. 
 
La recolección del efluente de la planta de sulfuros se realizó con un cucharon 
metálico adaptado al extremo de una vara metálica para alcanzar la profundidad 
del tanque (donde se almacenan los relaves para luego ser trasladados mediante 
tuberías a la poza de relaves), con este se removió un poco el relave y se extrajo 
aproximadamente 2 litros en una botella de polipropileno casi hasta completar su 
volumen, la muestra fue líquida y transparente con una concentración de 45 % de 
sólidos. El terreno accesible de la poza de relaves producto de la mezcla de los 
relaves de la planta de Óxidos y Sulfuros (los bordes de esta) presentó a simple 
vista una característica homogénea en todo el terreno, con la excepción de 
presentar mayor cantidad de agua (dando una consistencia casi lodosa) en ciertos 
puntos del terreno; las muestras obtenidaa fueron tomadas con la ayuda de una 
pala provista por la empresa minera. Los puntos de muestreo fueron escogidos al 
azar (3 puntos) por el personal de la minera, se retiró aproximadamente 2 kg de 
tierra de cada punto de muestreo, se colocaron en una sola bolsa de polipropileno 
y se homogenizaron para su traslado a laboratorio.  
 
Las muestras de relave obtenidas de la minera Xstrata Tintaya tuvieron las 





Figura 1.  Fotografía de las muestras extraídas de relaves de la minera Xstrata Tintaya – 
Cusco. A: relave planta de Sulfuros, B: poza de relaves 
 
Las muestras fueron sólidas de textura arcillosa-arenosa y color grisáceo, 
características comunes para las 3 muestras recolectadas.  
 
Cuadro 2. Características físicas de las muestras de relaves mineros 
 Muestra Poza de relaves 
Muestra Planta 
de sulfuros 
Estado Sólido Líquido 45% m/v 
Color Gris oscuro Transparente 
Textura Arcillosa arenosa Líquida 
pH 7,0 8,0 
T° 10°C 13°C 
 
Tanto el pH de la muestra de la planta de sulfuros como el de la muestra de la 
poza de relaves se encuentran dentro de los parámetros establecidos por la Guía 
Ambiental de Manejo de Relaves Mineros en el Perú (2003).  
 
 
3.2.Determinacion de la concentración de Cu (II) en las muestras de relave 
 
Las muestras colectadas fueron enviadas a los laboratorios de LAS® para 





Tabla 2. Concentración de metales para las muestras de relaves de la planta 
Sulfuros y Poza de relaves (Anexo 1) 
Muestra Pb, mg/L Cu, mg/L Zn, mg/L Fe, mg/L As, mg/L 
Sulfuros 0,164 >250 <0,0001 <0,0024 0,0218 
Poza de 
relaves 5,91 1 291 120 >10 0000 2 
 
El análisis por el método de Plasma de Acoplamiento Inductivo (ICP) sirve para 
la determinación de una serie de metales presentes en las muestras, siendo el de 
interés el Cu (II) y tal como se observa en la tabla número 2 se evidencia la 
presencia del metal en ambas muestras. La muestra de poza de relaves presenta 
concentraciones de metales mayores que la muestra de relaves de la planta de 
sulfuros, debido a la acumulación de metales por el tiempo y consecuente 
sedimentación de estos en la poza.  
 
Los resultados del análisis por el método de ICP para las muestras de la minera 
Xstrata Tintaya sobrepasan los niveles máximos permisibles para efluentes 
mineros establecidos para el Perú, según el Ministerio de Energía y Minas, y 
también para organismos internacionales como la Asociación Minera de Canadá 
(Anexo 2). La muestra de relave de la planta de sulfuros sobrepasa en más de 125 
% los límites permisibles peruanos y en un 250 % lo límites canadienses; 
mientras que la muestra de la poza de relaves los supera en 645,5 % y 1 291 % 
respectivamente.  
 
La concentración de metales varía de acuerdo a los procesos y metodologías 
utilizados, es decir, los relaves industriales presentan comúnmente altas 
concentraciones de Plomo, Mercurio, Arsénico, Cadmio, etc. y en 
concentraciones menores Cobre, Cromo, Zinc, etc. Los resultados de la 
concentración de cobre en los relaves indica que durante los procesos extractivos 
de cobre se pierde una proporción de este, como lo confirman los resultados de 
Coila (2006), quien indica haber obtenido concentraciones entre 1 000 y 1 750 
mg.L-1 del metal en relaves mineros e industriales. Los relaves mineros e 
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industriales contribuyen considerablemente a la contaminación ambiental 
mediante la liberación y redistribución de metales a la biosfera. 
 
El rasgo distintivo de la fisiología de los metales pesados, es que a pesar que 
muchos de ellos son esenciales para el crecimiento también tienen efectos tóxicos 
sobre las células y el medio ambiente, haciendo necesario evitar la liberación y 
entrada de metales tóxicos en los medios acuáticos y sobre todo, que las 
industrias reduzcan la concentración de metales hasta unos niveles que no 
generen problemas de toxicidad. 
 
3.3.Aislamiento de microorganismos tolerantes al cobre 
 
Para el aislamiento de los microorganismos se utilizó la técnica 3 mencionada en 
materiales y métodos, y se obtuvo crecimiento microbiano tal como se muestra 
en la figura 2. 
 
  
Figura 2. Fotografia de los frascos inoculados con muestras de sulfuros (derecha) y 
muestras de la poza de relaves (izquierda). Crecimiento obtenido luego de 24 horas de 
incubacion a 37°C. 
 
La flora microbiana total puede aislarse en una concentración de cobre inicial que 
permita dicho crecimiento. Parungao M. y col. (2007) resaltan en sus 
investigaciones que la concentración de CuSO4 para iniciar el aislamiento 
microbiano total es de 50 mg.L-1 por lo cual se inició el aislamiento con dicha 





   
Figura 3.  Fotografía del crecimiento en placa con 50 mg.L-1 de CuSO4.5H2O de la 
muestra de poza de relaves con 24 horas de incubación.  
 
Al observar el crecimiento abundante en agar nutritivo modificado con cobre se 
confirma la capacidad de las cepas aisladas de crecer en presencia de dicho 
metal. A fin de individualizar las cepas obtenidas en placas con 50 mg.L-1 de 
CuSO4.5H2O se incrementó la concentración hasta 100 mg.L-1 para obtener 
colonias individualizadas. No se observó crecimiento de hongos ni levaduras en 
las muestras de relaves.  
 
Al usar CuSO4.5H2O como fuente del ion cobre se pudo comparar los resultados 
obtenidos con otros autores que usaron la misma fuente como Parungao y Monge 
A., además el CuSO4.5H2O es un reactivo que presentó fácil disponibilidad y 
bajo costo. 
 
Cuadro 3. Resultados de crecimiento en medio nutritivo modificados con 
CuSO4.5H2O 
Frascos Caldo 
Nutritivo Placas Agar Nutritivo 
Sulfuros Creció Sulfuros 
50 ppm Creció 





50 ppm Creció 




A partir de las placas madre de cada una de las muestras se realizaron resiembras 
en placas frescas de medio nutritivo modificado con 100 mg.L-1 de CuSO4.5H2O 
ya que hasta esta concentración se obtuvo abundante crecimiento bacteriano con 
cepas individualizadas como se observa en la figura 4. De estas colonias se 
obtuvieron 16 cepas puras: 8 cepas fueron obtenidas a partir de la  muestra de 
sulfuros y 8 a partir de la muestra de poza de relaves.  
 
 
Figura 4. Fotografía del crecimiento en placa de colonias aisladas a partir de placas 
madre sembradas de inóculos de las muestras de relaves de la planta de sulfuros. 
 
3.4.Caracterización macro y microscópica de las cepas tolerantes a Cu (II) 
 
Las 16 cepas se aislaron de acuerdo a sus características macro y microscópicas 
descritas a continuación. 
 
Cuadro 4.  Características macro y microscópicas de las cepas aisladas 
Cepa 














medianas (3-5 mm) 
convexas, con 
bordes irregulares, 








pequeñas (1-3 mm) 
convexas, con 
bordes definidos, 
color crema claro 
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Para nombrar a las cepas aisladas se utilizó la siguiente nomenclatura: la primera 
y/o segunda letra corresponde a la muestra a partir de la que fueron aisladas: TM 
para poza de relaves y S para sulfuros; el número siguiente corresponde a la 
repetición de siembra de la que fueron aisladas: 1, 2, y 3 para la primera, segunda 
y tercera repetición respectivamente; a continuación cada colonia se denominó de 
acuerdo a una característica particular de la colonia por ejemplo P para colonias 
puntiformes y el siguiente número corresponde al orden de las bacterias para 
presentar esta característica. 
 
Cuadro 5. Procedencia de las cepas tolerantes a Cu (II) aisladas a partir de relaves 
mineros. 
Muestra Cepas aisladas 
Poza de relaves TM2-H1-2, TM2-H1-1, TM2-P2, TM2-I3, TM1-I1, TM3-C2, TM3-O1, TM3-E1 
Sulfuros S2-H2, S2-O2, S2-C4, S3-I2, S1-P1, S3-C3, S1-O1, S1-HO1 
 
 
El cuadro 4 muestra las características macroscópicas y microscópicas de cada 
una de las cepas, seguida de la respectiva fotografía al microscopio de la tinción 
gram. De las 16 cepas aisladas, la mayoría fueron bacilos entre cortos y 
alargados; solo se encontraron 4 cepas que presentaron forma de cocos: S2-C4, 
S3-I2, S1-P1 y TM1-I1. En cuanto a características macroscópicas la mayoría de 
las cepas presentó color crema blanquecino, algunas casi translucidas y con unos 
ligeros tonos tornasol al ser vistos a la luz: S2-C4, S1-P1, S2-O2, TM1-I1, TM3-
O1. Las cepas aisladas presentaron crecimiento homogéneo en caldo nutritivo 
modificado con cobre, excepto la cepa TM2-H1-1 que no presentó crecimiento 
homogéneo pues luego de 72 horas de incubación formaba aglomerados de 
colonias. 
 
Andreazza R. y col. (2011) afirman que los microorganismos resistentes a 
sustancias tóxicos (ej. metales pesados) pueden ser aislados directamente de las 
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biorremediación de ambientes contaminados con la sustancia a la que son 
resistentes, de este modo de acuerdo al área de donde se extrajeron las muestras, 
se logrará mayor o menor respuesta metabólica frente al metal (resistencia y/o 
tolerancia), pudiendo de este modo afectar la capacidad de remoción. 
 
Monge A. y col. (2008) reportaron mejores resultados de remoción de cobre con 
microorganismos aislados de muestras de residuos mineros contaminados con 
cobre en comparación con microrganismos aislados de suelos de viñedos 
contaminados con dicho metal. Desde este punto de vista las 16 cepas aisladas 
directamente de relaves mineros con altas concentraciones de cobre podrían 
presentar tolerancia y resistencia a altas concentraciones de metal, conllevando a 
una alta capacidad de remoción. 
 
Los géneros de Bacillus, Burkholderia, Escherichia y Pseudomona han sido 
reportados por su capacidad de biosorción de contaminantes metálicos, entre 
ellos el cobre (II) (Monge A.. y col. 2008; Andreazza R. y col. 2011, Shakoory R. 
y col. 2002), de acuerdo a las características observadas por las colonias aisladas 
(la forma bacilar, las colonias blanquecinas convexas en agar nutritivo) es posible 
que alguna de ellas se encuentre dentro de los géneros mencionados, ya que 
también comparten la característica de ser tolerantes y/o resistentes al metal, 
además posiblemente presenten la capacidad de remover cobre.  
 
 
3.5.Acondicionamiento al cobre de los microorganismos aislados 
 
Para lograr el aislamiento de microorganismos tolerantes al cobre (II), se incluyó 
concentraciones del metal dentro de la preparación del medio de cultivo. Según 
investigaciones de Parungao M. (2007) la adaptación de microorganismos a 
metales pesados se inicia con concentraciones bajas - 50 mg.L-1 -  que van 
aumentando gradualmente hasta obtener la concentración mínima de éste que 




La tabla 3 muestra los resultados en la obtención de la CMI para las cepas 
aisladas. Hasta la concentración de 600 mg.L-1 de CuSO4.5H2O (127,7 mg.L-1 de 
Cu (II)) se observa abundante crecimiento para todas las cepas. La CMI fue 700 
mg.L-1 para las cepas: S2-O2, TM2-I3 y S1-HO1; 750 mg.L-1 de CuSO4.5H2O 
(148,9 mg.L-1 de Cu (II))  para la cepa: TM3-E1; 800 mg.L-1 de CuSO4.5H2O 
(179,2 mg.L-1 de Cu (II)) para las cepas: S2-H2 y TM3-O1; 850 mg.L-1 de 
CuSO4.5H2O (190,4 mg.L-1 de Cu (II)) para las cepas: S1-P1 y TM1-I1; 950 
mg.L-1 de CuSO4.5H2O (212,8 mg.L-1 de Cu (II)) para las cepas: TM2-P2, S2-
C4, S1-O1 y 1 050 mg.L-1 de CuSO4.5H2O (235,2 mg.L-1 de Cu (II)) para las 




Figura 5. Fotografía de la disminución en el número de colonias bacterianas en placa al 
aumentar la concentración de CuSO4.5H2O.  
 
 
Se observó claramente que mientras las bacterias en estudio se sometían a 
concentraciones del metal cada vez mayores, se requería mayor tiempo de 
incubación para la obtención de colonias, y aún de este modo el número de 
colonias resulto menor.  
 
Los diferentes niveles de resistencia hacia los metales pesados (CMI) hallados 




confieren dicha capacidad de resistencia, tal como se ha detectado en ADN 
extracromosomal en cepas resistentes a metales pesados en las investigaciones de  
Moraga R. (2003).  
 
Marrero C. y col. (2010) indican que la resistencia a metales pesados es el 
resultado de la intervención de múltiples sistemas, entre ellos se encuentran 
principalmente los que involucran: componentes celulares que capturan a los 
iones neutralizando su toxicidad, enzimas que modifican el estado redox de los 
metales o metaloides convirtiéndolos en formas menos tóxicas y transportadores 
ubicados en la membrana que expulsan las especies nocivas desde el citoplasma 
celular.  
 
De acuerdo a la procedencia de las bacterias aisladas, el mecanismo de 
resistencia/tolerancia al cobre está basado en los mecanismos mencionados: 
proteínas integrales de membrana y tipos de proteínas afines a los iones 
metálicos. La acumulación y compartimentación de iones metálicos en la célula 
bacteriana puede ocurrir en la membrana, en el espacio periplasmático y en el 
interior celular. En ella intervienen polímeros estructurales intra y extracelulares 
que interactúan con los metales atrapándolos dentro de su estructura 
(bioabsorción) o proteínas que se les unen evitando sus interacciones con otras 
proteínas esenciales para el microorganismo (Nies D., 1999). Como describen 
Marrero C. y col. (2010) una de las proteínas periplasmáticas que captura al 
cobre es CopH por otro lado la chaperona CopZ y la metalotioneína SmtA, 
funcionan como captoras de metales en el citoplasma celular.  
 
Al trabajar con CuSO4.5H2O es posible que estas bacterias usen el ion SO4 en su 
metabolismo como aceptor de electrones en su cadena de respiración tal como 
indica Vicente M. (2006). 
 
El cambio observado en la coloración del medio (figura 6) luego de 24 horas de 
incubación, de un tono inicial verdoso a un color azulado final podría involucrar 
2 mecanismos bacterianos frente a la presencia de cobre: el primero involucra la 
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acumulación del metal en la membrana celular por un mecanismo de proteínas o 
polímeros extracelulares, tal como lo reporta Nies D. (1999) y además menciona 
que al acumular el metal en la membrana externa y por la cantidad de células 
bacterianas en cultivo se aprecia un tono azul en el medio; el segundo mecanismo 
involucra la activación del metabolismo secundario en la célula bacteriana y la 
producción de ácido sulfúrico, el cual reaccionará con el cobre en solución dando 
lugar a la formación de sulfato de cobre desarrollando el característico color azul.  
 
 
Figura 6. Fotografía del cultivo de la cepa S3-C3 en caldo nutritivo modificado con 500 
mg.L-1 de CuSO4.5H2O. El tubo de la derecha con el medio luego de inoculado, el tubo 

















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































3.6.Curva de crecimiento de las cepas aisladas 
 
Se estandarizó la curva de crecimiento en relación de la concentración celular, 
obtenida mediante el recuento en cámara de Neubauer (ecuación 1) y la 
absorbancia obtenida por espectrofotometría durante 48 horas. En la figura 8 se 
observa la curva de calibración obtenida.  
 
 
Figura 7. Fotografía del sistema usado para la toma de alícuotas y construcción de la 




Figura 8. Curva de calibración para la estandarización de la curva de crecimiento 
bacteriano 
 
Se obtuvo un coeficiente de determinación (r2) y de correlación (r) de 0,9968 y 























concentración celular hallada por conteo, los cuales al ser bastante cercanos a la 
unidad nos indican el cumplimiento de la ley de Lambert y Beer. Haciendo 
posible usar los datos obtenidos por espectrofotometría, y extrapolarlos para 
obtener los resultados de concentración celular. 
 
Como reporta Rivera D. (2009) en su trabajo de investigación, el modelar un 
proceso de crecimiento celular, asumiendo una población microbiana homogénea 
y un balance del crecimiento, requiere una expresión para el cambio de la 
concentración celular con respecto al tiempo. La ecuación 2 (Metodología 2.6.2), 
representa el crecimiento celular de los organismos unicelulares que se 
reproducen por fisión binaria. 
 
La velocidad específica de crecimiento depende de muchos factores, entre ellos, 
la composición del medio de cultivo, temperatura, pH y la concentración de 
oxígeno disuelto. En un cultivo por lotes, la velocidad de crecimiento cambia 
como consecuencia de la variación en la concentración del sustrato, demostrado 
gráficamente por las fases de la curva de crecimiento (Figuras 9, 10 y 11). 
 
 
Figura 9. Curva de crecimiento en medio nutritivo modificado con 500 mg-L-1 de 




























Figura 10. Curva de crecimiento en medio nutritivo modificado con 500 mg-L-1 de 




Figura 11. Curva de crecimiento en medio nutritivo modificado con 500 mg-L-1 de 
CuSO4.5H2O  para las cepas TM1-I1, S2-C4, TM3-E1, S1-O1, TM2-P2 y TM2-H1-1. 
 
A pesar que las 16 cepas presentaron curvas de crecimiento diferentes, se pueden 











































TM1‐I1 S2‐C4 TM3‐E1 S1‐O1 TM2‐P2 TM2‐H1‐1
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El primer comportamiento presentado por las cepas: TM1-I1, TM2-H1-1, TM2-
H1-2, S3-C3, S1-HO1 S2-O2, TM3-O1, S1-O1, TM1-E1 y TM3-C2, produce 
una curva de crecimiento con fluctuaciones lo que sucede porque mientas las 
células se dividen activamente y van consumiendo los nutrientes del medio, el 
metal se va concentrando y obligando a la célula bacteriana a activar una serie de 
genes que le permitan tolerar y/o resistir la concentración de metal usada. 
Sánchez J. (2010) reporta que los microorganismos procedentes de ambientes 
naturalmente contaminados poseen una gran capacidad de adaptación y la base de 
este fenómeno, es la adquisición de nuevas capacidades metabólicas mediante 
variación genética convencional. El segundo comportamiento lo presentan las 
cepas: TM2-I3, S2-H2, S1-P1, S3-I2, S2-C4 y TM2-P2 caracterizado por 
presentar pendiente positiva (sin disminución del crecimiento) hasta llegar a la 
fase estacionaria y de muerte, evidenciando su capacidad de tolerar al metal 
(Vullo D., 2003), sin mayores cambios en su metabolismo.  
  
Tabla 4. Fase exponencial y velocidad de crecimiento para las cepas aisladas  
Cepa 
Fase exponencial, días μ, h-1 
Inicio Final 
TM2-I3 1 5 0,2581 
S2-H2 1 6 0,3047 
S1-HO1 1 5 0,2988 
TM3-O1 1 5 0,1490 
S2-O2 1 6 0,1364 
S3-C3 1 7 0,0906 
TM2-H1-2 2 6 0,3968 
S1-P1 1 6 0,0877 
S3-I2 1 5 0,0383 
TM3-C2 1 6 0,0942 
TM1-I1 1 6 0,1241 
S2-C4 1 7 0,0306 
TM3-E1 1 6 0,0380 
S1-O1 1 6 0,0420 
TM2-P2 2 5 0,1625 
TM2-H1-1 1 7 0,0705 
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En la tabla 4 se resumen el tiempo de crecimiento exponencial y la velocidad 
específica de crecimiento (μ) para las cepas aisladas. 
 
La velocidad especifica de crecimiento refleja la capacidad de un 
microorganismo de incrementar su biomasa en un medio de crecimiento 
determinado, es decir, ésta se verá afectada por la concentración y disponibilidad 
de nutrientes para las células. Según Stainer R. (2002)  la velocidad específica de 
crecimiento se considera constante desde el momento en que las células 
comienzan a dividirse, pero en la práctica no siempre resulta así, ya que para 
lograr la fase estacionaria la velocidad de crecimiento se incrementa 
prácticamente al doble de la velocidad inicial. 
 
Las cepas S2-H2 y TM2-H1-2 presentaron velocidades específicas de 
crecimiento (μ) superiores a 0,3 h-1 (0,3047 y 0,3968 h-1 respectivamente) lo que 
indica que presentan mayor capacidad de asimilación y/o uso de nutrientes. Las 
cepas TM2-I3, S1-HO1, TM3-O1, S2-O2, S3-C3, TM3-C2, TM1-I1 y TM2-P2 
presentaron velocidades entre 0,09 y 0,30 h-1, consideradas superiores a las 
reportadas por Ceskova P. y col. (2001). Finalmente las cepas S1-P1, S3-I2, S2-
C4, TM3-E1, S1-O1 y TM2-H1-1 presentaron los valores más bajos de 
velocidades de crecimiento específico, entre 0,03 y 0,09 h-1, consideradas 
“lentas”.  
 
Las velocidades de crecimiento halladas involucran la capacidad del 
microorganismo de aprovechar los nutrientes del medio para su beneficio 
(metabolismo primario), y en este caso al usar cobre (500 mg-L-1 de 
CuSO4.5H2O) como contaminante la célula se verá obligada a desarrollar 
mecanismos que le permitan sobrevivir (formación de esporas o producción de 
inductores, o mecanismos como la anabiosis). Al haber obtenido distintos 
resultados para las 16 cepas se confirma que se trata de 16 cepas diferentes ya 
que su comportamiento frente al uso de los nutrientes y al contaminante (cobre) 




3.7.Determinación espectrofotométrica de la capacidad de remoción de cobre 
por los microorganismos aislados 
 
Para  determinar la capacidad de remoción de cobre se construyó una curva 
estándar con 5 patrones de cobre a las siguientes concentraciones: 0,5; 1,0; 2,0; 
3,0 y 4,0 mg-L-1. En la figura número 12 se observa el aumento en la coloración 
azul al aumentar la concentración de cobre, esto se debe a la reacción entre el 
reactivo cuprizón con Cu (II) en condiciones levemente alcalinas (pH 8,5).    
 
 
Figura 12. Fotografía de la cuantificación de Cobre: Blanco y Patrones usados para la 
construcción de la curva de calibración 
 
El coeficiente de correlación (r) entre la absorbancia y la concentración de cobre 
fue de 0,9999 (Figura 13), la ecuación de la recta fue la siguiente: 
 
࢟ ൌ ૙, ૛૟૜૚࢞ െ ૙, ૙૛૚ 
 
Donde y corresponde a la absorbancia del medio conteniendo cobre y está en 
función de x que corresponde a la concentración de cobre en el medio. De este 
modo aplicando la ecuación podemos despejar el termino x y obtener la 
concentración exacta de cobre para cualquier absorbancia obtenida mediante 
espectrofotometría, el valor obtenido se considera muy confiable ya que mientras 
más cercano a la unidad sea el valor del coeficiente de correlación (r = 0,9999) 





Figura 13. Expresión gráfica de la linealidad del método. 
 
La figura 13 muestras la curva de calibración hallada con el promedio de tres 
curvas, y al observar la desviación estándar para cada concentracion evaluada 
(tabla 5) se concluye que los datos medidos para cada curva estuvieron dentro de 
los rangos admisibles. 
 
Luego de establecer las condiciones óptimas para determinar la concentración de 
cobre (II) mediante técnicas espectrofotométricas, se realizó la validación del 
método mediante la evaluación de los parámetros: Linealidad, Límite de 
Detección, Límite de Cuantificación y Exactitud. La validación de método se usó 
como herramienta para determinar la confiabilidad de los resultados obtenidos y 
la reproducibilidad del método. 
 
Tabla 5. Datos utilizados para el cálculo de los parámetros de validación (Anexo 3) 
[Cu], mg.L-1 Promedio Abs 
Desviación 
Estándar 
0,5 0,1193 0,0235 
1 0,2371 0,0229 
2 0,4962 0,0181 
3 0,7714 0,0190 




















Para validar el método utilizado para la cuantificación de cobre, se construyeron 
dos gráficas a partir de los datos presentados en la tabla número 5. La primera 
gráfica (figura 13) presenta en el eje X la concentración de cobre (mg.L-1) y en el 
eje Y el promedio de D. O. a 600 nm para cada concentración. La segunda 
gráfica (figura 14) presenta en el eje X la concentración de cobre (mg.L-1) y en el 
eje Y la desviación estándar del promedio de D.O. para cada una de las 




La linealidad del método se estableció de acuerdo al análisis de los valores 
del coeficiente de determinación y correlación (r2 y r respectivamente) de la 
curva de calibración (figura 13). Se obtuvo un valor de r2 de 0,9996 y un r 
de 0,9998; al ser valores muy cercanos a la unidad se demuestra que el 
método utilizado para esta determinación tiene muy buena linealidad y 
permite una proporcionalidad directa entre la concentración y la 
absorbancia. El rango de trabajo utilizado será considerado como el rango 
de linealidad (0,5 – 4 mg.L-1) pues no se puede afirmar que esta linealidad 
(99,98%) continuará para concentraciones por encina del rango establecido 



































En la figura 14 podemos observar la relación que tienen la concentración de Cu 
con las desviaciones estándar de las muestras; el índice de correlacion (r) tan 
bajo nos permite afirmar que las muestras  poseen variabilidad, lo cual es 
común al obtener datos experimentales reales. 
 
 Límite de detección y cuantificación  
 
Los términos a (0,0210) y b (0,2631) se obtuvieron a partir de la gráfica 5; 
correspondientes al intercepto y la pendiente respectivamente. El termino as 
(0,0211) corresponde al intercepto de la gráfica 6. Y finalmente n que 
corresponde al número de patrones utilizados, en este caso 5. Los términos 
obtenidos se usaron en las ecuaciones 3 y 4 para calcular el límite de 
detección y cuantificación respectivamente. 
 
Tabla 6. Límite de Detección (LDD) y de Cuantificación (LDQ) para el 
método de determinación utilizado. 
LDD, mg.L-1 LDQ, mg.L-1 
0,1433 0,3944 
 
Los paramentos de LDD y LDQ corresponden a la sensibilidad del sistema 
para el método de determinación aplicado. Se obtuvo LDQ de 0,3944 mg.L-
1 que fue aceptado ya que la concentración de las muestras evaluadas 
mediante este método fue siempre mayor a 0,5 mg.L-1.  Se obtuvo un LDD 
de 0,1433 mg.L-1 garantizando que el método aplicado no solo posee buena 
sensibilidad para la cuantificación de Cu (II) sino que también para su 
detección. 
 
 Exactitud  
 
Se construyó la curva de recuperación que incluyó los valores obtenidos 
para 5 patrones de concentración: 0,5; 1,0; 2,0; 3,0 y 4,0 mg.L-1. Estos datos 




Tabla 7. Determinación del porcentaje de recuperación (R) y coeficiente de 
variación (CV) para el método de determinación utilizado.   
[Cu], mg.L-1 A A interpolado R, % 
0,5 0,1244 0,1233 100,9192 
1,0 0,2615 0,2573 101,6237 
2,0 0,5192 0,5253 98,8430 
3,0 0,7889 0,7933 99,4398 





Los porcentajes de recuperación obtenidos no excedieron los límites: 98 % - 102 
% propuestos por autores como Nieto B. (2011). A su vez, el coeficiente de 
variación estuvo muy por debajo del 3 % estipulado como límite; garantizando de 
este modo la exactitud del método.  
 
Teniendo en cuenta los resultados obtenidos al evaluar los parámetros de 
validación establecidos para este tipo de ensayo analítico, se puede asegurar que 
el método analizado constituye una herramienta valiosa para determinar la 
concentración de Cu (II) residual luego de tratamientos de remoción. 
 
La capacidad de remoción de Cu (II) puede darse por dos tipos de bacterias, 
según su comportamiento al entrar en contacto con el metal: las bacterias 
resistentes, que poseen mecanismos de detoxificación codificados en sus genes y 
son inducidos por la presencia del metal; y las bacterias tolerantes, que son 
indiferentes a la presencia o ausencia del metal; según Vullo D. (2003) estos dos 





Figura 15. Curva de calibración entre la absorbancia y concentración de cobre. 
 
Tabla 8. Remoción de cobre por las cepas aisladas (Anexo 4) 
Cepas t, d* Absorbancia [Cu]F, mg.L-1 
Remoción 
mg.L-1 % 
Medio - 0,2842 128,4940 - - 
S2-O2 5 0,2271 100,5257 27,9683 21,7662 
TM3-C2 4 0,2232 98,6155 29,8785 23,2529 
S3-I2 5 0,2206 97,3256 31,1684 24,2567 
TM3-O1 4 0,2472 110,3383 18,1557 14,1296 
TM2-H1-1 4 0,2260 99,9869 28,5071 22,1855 
S3-C3 3 0,2456 99,5709 28,9231 22,5092 
S2-H2 6 0,2501 111,7588 16,7352 13,0241 
S1-HO1 4 0,2536 113,4894 15,0046 11,6773 
TM2-I3 5 0,2513 112,3465 16,1475 12,5667 
TM2-P2 5 0,2442 108,8689 19,6251 15,2732 
S2-C4 7 0,2464 109,9628 18,5312 14,4219 
S1-P1 6 0,2288 101,3258 27,1682 21,1436 
TM3-E1 5 0,2631 118,1263 10,3677 8,0686 
TM2-H1-2 6 0,2703 121,6530 6,8410 5,3240 
S1-O1 6 0,2414 107,5300 20,9639 16,3151 
TM1-I1 4 0,2670 120,0692 8,4248 6,5565 
* El tiempo de incubación estuvo determinado por la expresión del metabolismo 
secundario en las cepas o por la curva de crecimiento de estas. 
 
En la tabla 8 se observan las absorbancias halladas por espectrofotometría para 
cada una de las cepas. La concentración de cobre fue calculada usando la 






















se multiplicó por el volumen final al cual fue enrasada la muestra (10 ml) y 
dividiéndola entre el volumen de alícuota usado (0,08 ml).  
  
Todas las cepas evaluadas presentaron diferentes porcentajes de remoción, en un 
rango de 5,3240 % (6,8410 mg-L-1) para la cepa TM2-H1-2 hasta 24,2567 % 
(31,1684 mg-L-1) para la cepa S3-I2. Los resultados obtenidos de remoción de 
cobre se encuentran dentro de los reportados por Shakoory y col. (2002) que 
lograron valores de remoción de metal entre el 5 y 30 % en sus ensayos de 
remediación de efluentes industriales. 
  
La cepa S2-H2 tuvo una fase de adaptación de 24 horas y una velocidad de 
crecimiento específico (μ) de 0,3047 h-1, según Rivera D. (2009), ello indica que 
las enzimas del metabolismo primario aprovecharon muy eficazmente los 
sustratos y permitieron un metabolismo activo; la actividad metabólica 
secundaria se demuestra en la disminución de la concentración de cobre: 
cantidad de metal removido 16,7352 mg.L-1 (13,0241 %). Las cepas TM2-I3, 
S1-HO1, TM3-O1, TM1-I1 y TM2-P2 presentan un comportamiento similar. 
 
La cepa S2-O2 presentó una fase de adaptación de 24 horas y una velocidad de 
crecimiento específico de 0,1364 h-1 considerada aceptable debido al buen 
aprovechamiento de nutrientes en un tiempo de adaptación corto. Para esta cepa, 
la concentración de metal usada activó genes que desencadenaron mecanismos 
de detoxificación tal como lo indica Vullo D. (2003), evidenciado por la 
cantidad de metal removido, 27,9683 mg.L-1 (21,7662 %). Las cepas S1-P1, S3-
C3, TM3-C2 y TM2-H1-1 presentaron un comportamiento similar. 
 
La cepa TM2-H1-2 presentó la fase de latencia de 72 horas y la más alta 
velocidad específica de crecimiento – 0,3968 h-1 – esto refleja que las enzimas 
lograron un máximo aprovechamiento de nutrientes al presentar mayor tiempo 
de adaptación, tal como lo reportan Jordanov S. y col. (2006); la concentración 
de metal usada no logró inducir la respuesta metabólica secundaria al activar los 
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genes de detoxificación ya que la cantidad removida fue únicamente 6,8410 
mg.L-1 (5,3240 %). 
 
Las cepas TM3-E1 y S3-I2 presentaron un periodo de adaptación menor a 24 
horas y velocidades de crecimiento específicas bajas: 0,0380 y 0,0383 h-1 
respectivamente, esto se debe a las condiciones de crecimiento y a las propias 
características de la cepa (ej. mayor requerimiento de oxígeno, concentración 
celular inicial, etc.), esto es apoyado por las investigaciones de Berney M. y col. 
(2006) sobre la velocidad especifica de crecimiento en E. coli. La cepa S3-I2 
logró 31,1684 % de remoción de metal (24,2567 mg.L-1) por activación de 
enzimas encargadas de lidiar con el estrés producido por la concentración de 
cobre, desencadenando el metabolismo secundario, como menciona Sánchez J. 
(2010) que el incremento en la tolerancia a agentes contaminantes se debe a la 
inducción de nuevas vías metabólicas. 
 
Tabla 9. Cantidad de metal removido del medio por biomasa bacteriana (q) en 24 
horas. 






TM3-C2 98,6155 0,1902 23,5634 
S3-I2 97,3256 0,9388 4,9800 
TM3-O1 110,3383 0,1643 16,5754 
TM2-H1-1 99,9869 0,0965 44,3113 
S3-C3 99,5709 0,2163 20,0575 
S2-H2 111,7588 0,1579 15,8979 
S1-HO1 113,4894 0,1182 19,0412 
TM2-I3 112,3465 0,2579 9,3916 
TM2-P2 108,8689 0,9863 2,9846 
S2-C4 109,9628 0,1952 14,2401 
S1-P1 101,3258 0,2005 20,3253 
TM3-E1 118,1263 0,1164 13,3603 
TM2-H1-2 121,6530 0,3584 2,8631 
S1-O1 107,5300 0,1081 29,0895 




La cantidad de metal removido por gramo de biomasa microbiana (q, mg.g-1) se 
determinó utilizando la ecuación número 3. Los resultados para cada una de las 
cepas se muestran en la tabla 9.  
 
La cepa que logro captar mayor cantidad de metal por gramo de biomasa fue la 
S2-O2 con 46,5619 mg.g-1. Tres cepas lograron captar cantidades mínimas de 
metal: 4,9800; 2,8631 y 2,9846 mg.g-1 para las cepas S3-I2, TM2-H1-2 y TM2-
P2 respectivamente. 
 
Al comparar las tablas 8 y 9 se puede observar que la cepa S3-I2 logró remover 
la mayor cantidad de metal en 6 días pero captó menos Cu (II) por gramo de 
biomasa, esto se puede explicar por la generación de una mutación que suprime 
la capacidad de remover cobre sin alterar su capacidad de supervivencia; de este 
modo solo un porcentaje de biomasa será capaz de remover cobre. La cepa S2-
O2 removió 27,9683 mg.L-1 de metal y produjo 0,0901 g de biomasa obteniendo 
mayor cantidad de metal captado por gramo de biomasa (46,5519 mg.g-1). De 
acuerdo a estos resultados podemos decir que la relación entre la curva de 
crecimiento y la cantidad de metal removido dependerá de cada una de las cepas, 
es decir, esta  relación podría o no mantenerse lineal.  
 
3.8.Selección de cepas destacadas y formación de consorcios bacterianos  
 
Se evaluaron los resultados 3.6 y 3.7, y se seleccionaron 4 cepas de acuerdo a la 
curva de crecimiento, curva de remoción de metal y cantidad de biomasa: S2-O2, 
TM2-H1-1, S3-C3 y S1-O1 (tabla 10).  
 
La cepa S2-O2 presentó un comportamiento óptimo para los criterios evaluados: 
un porcentaje aceptable de remoción de Cu (II), así como gran cantidad de metal 
captado por gramo de biomasa (q, mg.g-1), además su velocidad de crecimiento 









q, mg.g-1 μ, h-1 
mg.L-1 % 
S2-O2 27,9683 21,7662 46,5619 0,1364 
TM2-H1-1 28,5071 22,1855 44,3113 0,0705 
S3-C3 28,9231 22,5092 20,0575 0,0906 
S1-O1 20,9639 16,3151 29,0895 0,0420 
 
La cepa TM2-H1-1 y S3-C3 presentaron porcentajes de remoción bastante 
cercanos, 22,1855 y 22,5092 % respectivamente, el aspecto que las diferenció 
claramente fue la cantidad de metal capturado, pues la cepa S3-C3 logro 
únicamente un q (mg.g-1) de 20,0575, un valor bastante menor que el logrado por 
la cepa TM2-H1-1 que fue de 44,3113, además, como ya se mencionó en el punto 
3.4, la cepa TM2-H1-1 es capaz de formar biopelículas lo que facilita la sinergia 
con otras cepas, como lo confirman las investigaciones de Martínez y col. (2006). 
Por consiguiente el criterio tomado en cuenta al momento de seleccionar la cepa 
S3-C3, además de los ya mencionados, fue las características macro y 
microscópicas, así como la velocidad de crecimiento. Finalmente la cepa S1-O1 
logró el menor porcentaje de remoción de entre las 4 cepas seleccionadas, pero la 
cantidad de metal capturado se consideró dentro del promedio aceptable.  
 
Se confrontaron las curvas de crecimineto y los perfiles de remoción en medio 
nutritivo reducido a la décima parte (peptona 0,5 g.L-1, extracto de carne 0,3 g.L-
1) para las cuatro cepas seleccionadas. El medio nutritivo reducido estimula el 






Figura 16. Curva de crecimiento y concentración de cobre en medio nutritivo 
modificado con 500 mg.L-1 de CuSO4.5H2O para la cepa S2-O2. 
 
El perfil de concentración de cobre luego del tratamiento de remoción con la cepa 
S2-O2 presentó una drástica disminución en la concentración el primer día, esto 
implica la liberación del metal ya captado por la cepa (adsorción), ello puede 
deberse a la variación del pH del medio produciendo alteraciones en la 
membrana plasmática resultando con la liberación del metal atrapado, y como 
indica Urquizo V. (2001) en los procesos de interacción bacteria- metales, el pH 
puede variar al principio alterando el comportamiento de la cepa que se encarga 
de regularlo (auto-regulación) y continuar con los mecanismos de remoción.  
 
 
Figura 17. Curva de crecimiento y concentración de cobre en medio nutritivo 




























































Figura 18. Curva de crecimiento y concentración de cobre en medio nutritivo 




Figura 19. Curva de crecimiento y concentración de cobre en medio nutritivo 
modificado con 500 mg.L-1 de CuSO4.5H2O para la cepa TM2-H1-1. 
 
Las 4 cepas seleccionadas presentaron comportamientos similares, destacando 
que la cepa TM2-H1-1 presentó la mayor concentración celular (1,1x109) al 
séptimo día, y la cepa S2-O2 logró el mayor porcentaje de remoción (35,6 mg.L-





























































La modificación de las condiciones del medio utilizado para la remoción de 
cobre tuvo como objetivo dar mayor presión de selección a la bacteria al reducir 
la concentración de nutrientes 10 veces (peptona 0,5 g.L-1, extracto de carne 0,3 
g.L-1) y obligarla a usar la solución CuSO4.5H2O. Los resultados finales de este 
tratamiento se muestran en la tabla 11.  
 
 
Figura 20. Curva de calibración entre la absorbancia y  concentración de cobre 
 
Tabla 11. Remoción de cobre por las cepas seleccionadas en: caldo nutritivo 
modificado y una solución sintética de cobre. 
Cepa 
% Remoción medio 
sintético reducido 
(Anexo 5) 
% Remoción medio 
nutritivo modificado 
S2-O2 67,6066 21,7662 
TM2-H1-1 29,6351 22,1855 
S3-C3 26,8217 22,5092 
S1-O1 48,2099 16,3151 
*Los tiempos de incubación para ambas determinaciones fue el 
mismo para cada cepa.  
 
 
Al comparar los resultados de remoción en el medio nutritivo completo y el 
reducido en 10 veces su concentración, se logró el incremento del porcentaje de 























La cepa S2-O2 logró el mayor porcentaje de remoción en ambos medios, 67,6066 
% correspondiente a 77,8828 mg.L-1 removidas del medio reducido de nutrientes. 
La cepa S1-O1 incremento en más de 3 veces su porcentaje de remoción 
logrando 48,2099 % equivalente a 55,5378 mg.L-1. La cepa TM2-H1-1 logró 
incrementar el porcentaje de remoción en 4 %, esto puede deberse al tiempo de 
adaptación requerido (48 horas) ya que el inóculo utilizado fue de 72 horas, 
limitando a la cepa a únicamente 24 horas de crecimiento exponencial. La cepa 




Cuadro 6. Conformación de los consorcios inoculados en frascos del 1 al 11. 
N° de Frasco Consorcio 
Frasco 1 S3-C3 + S2-O2 
Frasco 2 S3-C3 + S1-O1 
Frasco 3 SE-C3 + TM2-H1-1 
Frasco 4 S2-O2 + S1-O1 
Frasco 5 S2-O2 + TM2-H1-1 
Frasco 6 TM2-H1-1 + S1-O1 
Frasco 7 TM2-H1-1 + S2-O2 + S1-O1 
Frasco 8 TM2-H1-1 + S2-O2 + S3-C3 
Frasco 9  TM2-H1-1 + S3-C3 + S1-O1 
Frasco 10 S3-C3 + S2-O2 + S1-O1 
Frasco 11 S1-O1 + S2-O2 + S3-C3 + TM2-H1-1 
 
 
Los consorcios conformados a partir de las 4 cepas seleccionadas se inocularon 
dentro de 11 frascos nombrados del 1 al 11 para facilitar el manejo de estos 
(cuadro 6) en caldo nutritivo reducido 10 veces su concentración (peptona 0,5 
g.L-1, extracto de carne 0,3 g.L-1) y modificado con 500 mg.L-1 de CuSO4.5H2O. 
Se evaluó la Curva de crecimiento y la remoción de cobre para cada consorcio 







Como se observa en la figura 21, el consorcio 1 posee una Curva de crecimiento 
fluctuante relacionada con la expresión de metabolitos secundarios en las 
bacterias, se observa una reducción progresiva en la concentracion de Cu (II) 




Como se observa en la figura 22, el consorcio 2 posee una Curva de crecimiento 
fluctuante hasta una muerte drástica el día 7, en cuanto a la curva de remoción 


























































Figura 22. Curva de crecimiento y adsorción en medio sintético de cobre para el 
consorcio 2: S3-C3 + S1-O1. 
Figura 21. Curva de crecimiento y adsorción en medio sintético de cobre para el 





Como se observa en la figura 23, el consorcio 3 posee una curva de crecimiento 
logarítmica, presentando las fases de crecimiento bacteriano muy marcadas. En 
cuanto a la curva de remoción, se observa una reducción progresiva llegando a su 




Como se observa en la figura 24, el consorcio 4 presenta una curva de 
crecimiento con fluctuaciones entre el quinto y sexto día, ello está relacionado 
con la activación de metabolitos secundarios en las bacterias, la curva de 



























































Figura 23. Curva de crecimiento y adsorción en medio sintético de cobre para el 
consorcio 3: S3-C3 + TM2-H1-1. 
Figura 24. Curva de crecimiento y adsorción en medio sintético de cobre para el 





Como se observa en la figura 25, el consorcio 5 posee una curva de crecimiento 
logarítmica con una disminución del crecimiento en el día 6, en cuanto a la curva 





Como se observa en la figura 26, el consorcio 6 posee una curva de crecimiento 
con fluctuaciones lo cual se debe a la activación de metabolitos secundarios, en 
cuanto a la curva de remoción posee una reducción progresiva hasta lograr una 
























































Figura 25. Curva de crecimiento y adsorción en medio sintético de cobre para el 
consorcio 5: S2-O2 + TM2-H1-1. 
Figura 26. Curva de crecimiento y adsorción en medio sintético de cobre para el 





Como se observa en la figura 27, el consorcio 7 posee una curva de crecimiento 
con fluctuaciones pronunciadas del cuarto al sexto día debido a la activación de 
metabolitos secundarios. En cuanto a la curva de remoción presenta una 




Como se observa en la figura 28, el consorcio 8 posee una curva de crecimiento 
con fluctuaciones pronunciadas del tercer al quinto día. En cuanto a la curva de 


























































Figura 27. Curva de crecimiento y adsorción en medio sintético de cobre para el 
consorcio 7: TM2-H1-1 + S2-O2 + S1-O1. 
Figura 28. Curva de crecimiento y adsorción en medio sintético de cobre para el 





Como se observa en la figura 29, el consorcio 9 posee una curva de crecimiento 
con fluctuaciones ligeras en el cuarto y sexto día producto de la activación del 
metabolismo secundario, en cuanto a la curva de remoción posee una reducción 





Como se observa en la figura 30, el consorcio 10 posee una curva de crecimiento 
logarítmica característica, en cuanto a la curva de remoción se observa una 
























































Figura 29. Curva de crecimiento y adsorción en medio sintético de cobre para el 
consorcio 9: TM2-H1-1 + S3-C3 + S1-O1. 
Figura 30. Curva de crecimiento y adsorción en medio sintético de cobre para el 





Como se observa en la figura 31, el consorcio 11 posee una curva de crecimiento 
logarítmica con la fase estacionaria y de muerte muy marcada, en cuanto a la 
curva de remoción posee una reducción progresiva llegando a su etapa 
estacionaria a los 6 días. 
 
El uso de consorcios permitió obtener mayores porcentajes de remoción con 
respecto a las cepas puras. El consorcio tres (TM2-H1-1 + S3-C3) logró la mayor 
remoción de metal  (36,0415 %), demostrando una óptima asociación gracias al 
micro-ambiente aportado por la formación de biopelículas de la cepa TM2-H1-1, 
esto se apoya en la investigación de Martínez R. y col. (2006) sobre la alta 
actividad sinérgica que aportan las cepas formadoras de biopelículas.  
 
La importancia del uso de los consorcios bacterianos en la biorremediación de 
ambientes contaminados se está extendiendo en los últimos años, así Araujo I. y 
col. (2004) demostraron en sus investigaciones que el uso de consorcios 
microbianos removió hasta 20 % más de iones metálicos que los ensayos con las 
cepas puras. 
 
De acuerdo a la curva de crecimiento y de remoción obtenido para cada 
consorcio formado, se determinó la velocidad de crecimiento específico, el 





























Figura 31. Curva de crecimiento y adsorción en medio sintético de cobre para el 




En las pruebas de velocidad de crecimiento por consorcio se observó que los 
consorcios 1 y 2 poseen la mayor velocidad de crecimiento, mientras que el 
mayor porcentaje de remoción de Cu (II) se logró con el consorcio 3 (TM2-H1-1 
+ S3-C3) que tiene una velocidad de crecimiento relativamente lenta; por lo cual 
afirmamos que la relación velocidad de crecimiento y el porcentaje de remoción 
no son directamente proporcionales. Por otro lado, Martínez J. y col. (2006) 
afirman que la capacidad de formación de biopelículas optimiza la remoción de 




Figura 32. Curva de calibración entre la absorbancia y  concentración de cobre. 
 
Tabla 12. Valores de remoción de cobre y velocidad de crecimiento especifica (μ) 
obtenidos para los consorcios formados (Anexo 6) 
Consorcio 
 Absorbancia [Cu]F, mg.L
-1 
Remoción μ, h-1 
mg.L-1 % 
Medio 0,1964 113,9676 - - - 
Frasco 1 0,1119 73,7786 40,189 35,2635 0,0170 
Frasco 2 0,1154 75,4328 38,5348 33,8121 0,0155 
Frasco 3 0,1100 72,8920 41,0756 36,0415 0,0031 
Frasco 4 0,1360 85,2541 28,7135 25,1944 0,0108 
Frasco 5 0,1382 86,2884 27,6792 24,2869 0,0100 
Frasco 6 0,1284 81,6095 32,3581 28,3924 0,0080 
Frasco 7 0,1399 87,0764 26,8912 23,5955 0,0061 
Frasco 8 0,1476 90,7703 23,1973 20,3543 0,0028 
Frasco 9 0,1404 87,3227 26,6449 23,3794 0,0051 
Frasco 10 0,1431 88,6032 25,3644 22,2558 0,0085 

















Monge A. y col. (2008) reportaron que en sistemas de lote con los géneros 
Bacillus y Escherichia a una concentración de 50 mg.L-1 de Cu (II) obtuvo una 
remoción de 75 %, pero al introducir concentraciones de 100 mg.L-1 de Cu (II) 
las bacterias se veían casi inhibidas, en cambio, las bacterias en estudio lograron 
una remoción final de 36,0415 % partiendo de una solución con concentración de 
Cu (II) inicial de 113,9676 mg.L-1. Este resultado, menor a los reportados por 
Monge A. y col. (2008), se espera incrementar al evaluar las cepas en un 
biorreactor, variando la concentración del medio y forzando a las cepas a la 
remoción de cobre. 
 
El porcentaje de remoción de cobre en soluciones acuosas depende de la cantidad 
del metal que adsorbe la biomasa y esta cantidad a su vez es función de la 
capacidad de intercambio y afinidad de la biomasa al metal tal como afirman 
Monge A. y col. (2008), por lo cual no podemos afirmar que a mayor biomasa se 
produzca mayor remoción, como se observa en el consorcio 2, que a pesar de 
poseer la mayor cantidad de biomasa presenta un valor de q bajo. En los 
consorcios 1 y 3 se demuestra su afinidad y facilidad de intercambio entre 
biomasa y metal pues no poseen la más alta biomasa pero poseen la mayor 
cantidad de remoción de todos los consorcios. 
 
Tabla 13.  Cantidad de metal capturado por la biomasa bacteriana de los 
consorcios (q, mg.g-1). 








2 75,4328 0,3321 17,4051 
3 72,8920 0,2542 24,2382 
4 85,2541 0,1932 22,2931 
5 86,2884 0,2211 18,7783 
6 81,6095 0,3121 15,5518 
7 87,0764 0,3175 12,7045 
8 90,7703 0,2984 11,6608 
9 87,3227 0,2845 14,0483 
10 88,6032 0,2597 14,6502 




Al observar las tablas 12 y 13 se concuerda que el consorcio número 3 presentó 
los mejores resultados de remoción, y será éste el que se identificará 
molecularmente (resultados 3.11) y que se evaluará en un biorreactor RAEFA-EZ 
continuo (resultados 3.12). 
 
3.9.Determinación del método de remoción de Cobre por los microorganismos 
aislados según Shakoory (2002) 
 
Las bacterias seleccionadas: S2-O2, TM2-H1-1, S3-C3 y S1-O1 presentaron los 
mejores resultados de remoción de Cu (II). Estos mecanismos de remoción 
pueden involucrar la acumulación interna (absorción) o atrapamiento en la 
membrana celular (adsorción). En la tabla 14 se observan los resultados de estos 
dos mecanismos de remoción.  
 
 
Figura 33. Curva de calibración entre la absorbancia y  concentración de cobre. 
 
Tabla 14.  Resultados de remoción expresados en mg.L-1 de Cu (II) captados por 
Absorción o Adsorción (Anexo 7).  







S1-O1 17,8500 50,1905 
121,6742 
68,0405 52,8781 
S2-O2 22,7136 62,2744 84,9880 66,0490 
S3-C3 21,4099 39,1095 60,5194 47,0331 

















En la tabla 14 se observa que el mecanismo de remoción predominante entre las 
4 cepas fue la Adsorción, como es reportado por muchos autores para bacterias 
gram negativas. La cepa S1-O1 adsorbe 50,1905 mg.L-1 que corresponde al 73,7 
%, la cepa S2-O2 adsorbe 62,2744 mg.L-1 que corresponde a 73,2 %, la cepa S3-
C3 adsorbe 39,1095 mg.L-1 que corresponde a 64,6 % y la cepa TM2-H1-1 
adsorbe 63,2744 mg.L-1 que corresponde a 77,4 %. Por otro lado el mecanismo 
de absorción colaboró con menores concentraciones, 17,85 mg.L-1 (26,3 %) para 
la cepa S1-O1, 22,7136 mg.L-1 (26,7 %) para la cepa S2-O2, 21,4099 mg.L-1 
(35,4 %)  para la cepa S3-C3 y 18.4517 mg.L-1 (26,8 %) para la cepa TM2-H1-1. 
 
La propiedad de adsorción presentada por las cepas está guiada por los polímeros 
extracelulares (polisacáridos, proteínas, etc.) de la pared celular ya que una de sus 
funciones es el atrapamiento de iones metálicos. Además, al tratarse de bacterias  
gram negativas (S2-O2, TM2-H1-1, S3-C3 y S1-O1) los estudios de Suarez P. y 
col. (2002) revelan que los grupos fosforilo de los lipopolisacáridos 
(constituyentes de la membrana externa celular) son los primeros en unirse a los 
iones metálicos, también confirman que la absorción es una propiedad que 
consiste en inmovilizar y concentrar metales, ya que en este proceso están 
involucrados polímeros extracelulares y estructurales que actúan como 
biosorbentes (proteínas transportadoras) para luego acumular los iones metálicos 
en el interior de la célula mediante mecanismos enzimáticos. 
 
3.10. Identificación Bioquímica de las cepas seleccionas 
 
Los resultados de las pruebas bioquímicas se presentan en el cuadro 7 a 
continuación.  
 




Cultivo Indicador Bacteria Resultado 






























proskauer Caldo MRVP 









sodio y sulfato 
ferroso 
S1-O1 + y - 
S2-O2 + y - 
S3-C3 + y - 
TM2-H 1-1 + y - 

























Hemolisis Agar Sangre - 
S1-O1 γ hemolisis 
S2-O2 γ hemolisis 
S3-C3 γ hemolisis 
TM2-H1-1 γ hemolisis 
















Como se observa en el cuadro 7, las cepas S1-O1, S2-O2, TM2-H1-1 presentan 
los mismos resultados de pruebas bioquímicas, diferenciándose de la cepa S3-C3 
únicamente en la prueba de la prueba de catalasa en el que las primeras son 
negativas y la última tiene un resultado ligeramente positivo o variable. 
 
Al evaluar los resultados obtenidos con el análisis de la pruebas bioquímicas 
(cuadro 8) podemos decir las cepas pertenecen a los  géneros: Burkholderia, 
Stenotrophomonas, Brevundimonas. 
 
 La cepa S3-C3 correspondiente al género de Burkholderia 
 Las cepas S2-O2, S1-O1y TM2-H1-1 pueden pertenecer a los géneros 
Stenotrophomona o Brevundimona. 
 
Debido a la falta de información sobre el género Ralstonia no se pudo determinar 
de manera confiable si las cepas aisladas pertenecen o no este género.  
 
Alonso A. (2000) y Mendoza H. (2010) reportan a los géneros Burkholderia y 
Stenotrophomona como bacterias tolerantes a los metales pesados, destacando 
especialmente el género de Burkholderia por presentar una capacidad de 
remoción más alta. Por otro lado no existen reportes de Brevundimona como una 
bacteria tolerante a metales pesados, pero Ryu y colaboradores (2007) afirman 
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que algunas especies dentro de este género tienen la habilidad de degradar y 
detoxificar componentes aromáticos y organofosforados. 
 
Las pruebas bioquímicas solo aportan cierto alcance que permite identificar como 
máximo el género de las bacterias en estudio, por ello y se requiere una 
identificación molecular que permita la confirmación y//o identificación 





































   
   
   
   
   





   
   
   
   
   
   












































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































3.11. Identificación de cepas seleccionadas basado en el ADN 
 
De acuerdo a lo obtenido en el punto 3.8, se seleccionó el consorcio S3-C3 y 
TM2-H1-1 por lograr los mejores resultados de remoción. Ambas cepas se 
sometieron al proceso de identificación molecular mediante la amplificación del 
gen rRNA 16S.  
 
La extracción de ADN se realizó de acuerdo al protocolo de Gentra Puregene. 
Con los productos de la extracción se realizó la corrida electroforética a 100 V en 




Figura 34. Fotografía de la corrida electroforética del ADN genómico de 2 cepas 
bacterianas: carril 1: S3-C3, carril 2: TM2-H1-1 
 
 
El ADN genómico extraído para cada cepa se observa como una sola banda 
bastante marcada lo que significa que el ADN se encuentra íntegro y no se 
degrado durante el proceso de extracción.  
 
Los productos obtenidos de la extracción del ADN se enviaron a los laboratorios 
del Departamento de Biología Molecular del Massachussets General Hospital 
(Boston, E.E.U.U.) para la extracción del gen rRNA 16S, purificación y posterior 





























































Tras conseguir las secuencias consenso, se hizo uso de la herramienta Blast del 
NCBI para el análisis de las mismas. De esta manera se obtuvo el porcentaje de 
identidad y el porcentaje de cobertura de cada una de ellas con las secuencias de la 
base de datos. 
 

















































Cuadro 9. Porcentaje de cobertura e identidad de las cepas 
Cepa Especie % Cobertura % Identidad 
TM2-H1-1 Ralstonia picketti 95 97 
S3-C3 Ralstonia sp. AV5BG 97 97 
 
El cuadro 9 presenta los porcentajes de cobertura e identidad hallados para las 
cepas estudiadas usando el programa Blast: la cepa TM2-H1-1 tiene 95 % de 
cobertura y 97 % de identidad con Ralstonia picketti, mientras que la cepa S3-C3 
tiene 97 % de cobertura y de identidad con la Ralstonia sp AV5BG.  
 
Estos resultados no encajan con los hallados mediante las pruebas bioquímicas ya 
que al no contar con suficiente información sobre dicha especie - Ralstonia – en 
ese momento no se puedo confirmar la pertenencia de las cepas estudiadas a 
dicho género, lo que si se logró mediante la identificación molecular. 
 
Tabla 15.  Resultados de remoción, q y μ, de las cepas seleccionadas 
Cepas 
Remoción 
q, mg.g-1 μ, h-1 
ppm % 
TM2-H1-1 28,5071 22,1855 44,3113 0,0705 




En la tabla 15 podemos observar las velocidades de crecimiento especifico (μ, h-
1) que presentan las 2 cepas y la diferente cantidad de biomasa que generan, con 
lo cual se puede afirmar que se trata de dos cepas diferentes, además de entre las 
cepas, la cepa TM2-H1-1 es la única capaz de generar una biopelícula lo que la 
diferencia claramente de la cepa S3-C3. 
 
Según los dendogramas obtenidos con las base de datos del NCBI (Anexo 4) la 
cepa TM2-H1-1 corresponde a una nueva especie de Ralstonia sp., y la cepa S3-
C3 corresponde a una nueva cepa con un 97 % de similitud con Ralstonia sp. 
AV5BG, para corroborar estos resultados es preciso realizar múltiples 
repeticiones con las cepas en estudio. 
 
Se realizó el árbol de filogenia (figura 36) usando el software Mega 4.0 en el cual 
la cepa Ralstonia 1 (TM2-H1-1) está agrupada con las cepas Ralstonia picketti, 
Ralstonia sp. y Pseudomona compartiendo 98.9 % del genoma rRNA 16S, 




Figura 35. Distancias obtenidas entre las cepas: Ralstonia pickettii, Ralstonia sp. 
AV5BG, Psudomona sp BUV1, E. Coli, y Bacillus thuringiensis strain SIVA11 con las 







Figura 36. Construcción del árbol de filogenia de las cepas S3-C3 y TM2-H1-1. 
 
Ralstonia es un género recién designado que incluye a los ex miembros de las 
especies de Burkholderia (Burkholderia pickettii y Burkholderia solanacearum). 
Estos organismos han sido renombrados por Yabuuchi E. y col. (1995) a 
Ralstonia pickettii y Ralstonia solanacearum, respectivamente. 
 
Burkholderia vietnamiensis, Pseudomonas putida y Pseudomonas fluorescens 
poseen una buena capacidad de biorremediación pero estas bacterias pueden 
causar daños al medio ambiente: enfermedades en plantas, muerte de poblaciones 
de peces y la posible causa de enfermedad en los seres humanos, por el contrario 
Ralstonia picketti no tiene reportes de infección en animales o plantas (Ryan M. 
y col. 2007).  
 
En un estudio realizado por Konstantinidis y col. (2003), R. picketti demostró 
resistencia a altas concentraciones de Cu (II), usando un mecanismo de fosfatos 
en su membrana celular el cual secuestraba al metal; mismos resultados se 
obtuvo en método 3.9 pues las cepas aisladas adhieren en su mayoría los iones 
metálicos a la membrana celular. 
 
Ryan M. y col. (2007) demostraron que R. picketti tiene una habilidad para 
sobrevivir en ambientes escasos de nutrientes orgánicos por lo cual es un 
candidato muy bueno para ser liberado en ambientes desfavorables y/o 
contaminados para que actué adecuadamente en la remediación. Además tiene 
una gran capacidad de degradar compuestos aromáticos lo cual puede ser motivo 
de otra investigación. 
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3.12. Remoción de Cu (II) bajo un sistema RAEFA-EZ  
 
El consorcio con mejor porcentaje de remoción (36,0415 %) fue el conformado 
por las cepas TM2-H1-1 y S3-C3, identificadas molecularmente dentro del 
género Ralstonia, por lo que fueron renombradas a Ralstonia spp. 1 y Ralstonia 
spp. 2. Ambas cepas fueron inoculadas en caldo nutritivo por 48 horas con zeolita 
como soporte. La zeolita inoculada con las cepas se lavó para retirar los restos no 
adheridos, y se depositó en las columnas del reactor. Con ayuda de una bomba se 
inyectó una solución sintética de cobre de 500 mg.L-1 con un flujo de 0,125 L.h-1. 
Las tomas de muestras se realizaron en intervalos de tiempo, con un total de 132 
horas. Los resultados se observan en la tabla 16.  
 
 
Figura 37. Curva de calibración entre la absorbancia y concentración de cobre. 




mg.L-1 Remoción % 
Columna 
1 
T0 0 horas 0,2571 121,2403 - - 
T1 Hora 18, H1 0,2299 109,3042 11,9361 9,8445 
T2 Hora 36 H2 0,1728 84,1840 37,0563 30,5643 
Columna 
2 
T3 Hora 48 H1 0,1197 60,8237 60,4166 49,8322 
T4 Hora 72 H2 0,1292 64,9990 56,2413 46,3883 
T5 Hora 84 H2 0,0940 49,4916 71,7487 59,1789 
Columna 
3 
T6 Hora 96 H1 0,0312 21,8693 99,3710 81,9621 
T7 Hora 112 H2 0,0405 25,9732 95,2671 78,5771 
T8 Hora 132 H2 0,0224 17,9840 103,2563 85,1667 

















En la tabla 16 podemos observar como a medida que pasa el tiempo y al pasar la 
solución sintética de cobre de una columna a otra, la adsorción va mejorando 
llegando a su mejor desempeño a las 132 horas de iniciado el proceso. 
 
   
Figura 38.  Fotografía del Biorreactor RAEFA-EZ continúo de  3 columnas. 
 
Los consorcios microbianos son comunidades microbianas formadas por dos o 
más organismos que viven en  estrecha proximidad e interactúan entre sí y donde 
generalmente un grupo se beneficia de las acciones del otro tal como lo indica 
García T. (2011). Los consorcios presentan varias características que los 
diferencian de los cultivos puros, tales como la provisión de nutrientes 
específicos por los diferentes miembros de la comunidad y la moderación de la 
inhibición del crecimiento. Además del co-metabolismo y la interacción entre 
varias especies dominantes. El uso de consorcios microbianos en el tratamiento 
de metales pesados está dando resultados altamente favorables, así Lee y col. 
(2008) reportan un porcentaje de 99 % de remoción de Zinc usando un consorcio 
nativo. 
 
Quintero R. (2011) afirma que los consorcios o mezclas de poblaciones presentan 
las estabilidades más altas en ambientes de estrés, causados por cambios en las 
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características del efluente, tales como: temperatura, pH o composición, y ya que 
la efectividad de la biorremediación depende de la supervivencia y adaptabilidad 
de los microorganismos durante el proceso, el uso de consorcios resulta ser, 
desde este punto de vista, la mejor posibilidad de éxito.  
El consorcio con mejor porcentaje de remoción (36,0415 %) fue el formado por 
las cepas TM2-H1-1 y S3-C3 que fueron plenamente identificadas por técnicas 
moleculares siendo renombradas a Ralstonia spp. 1 y Ralstonia spp. 2 
respectivamente. El uso de un consorcio microbiano permitió mayor porcentaje 
de remoción del metal que por cepas individuales que estuvo en un rango de 16 y 
22 % como así también Araujo I. y col. (2004) demostraron que el uso de 
consorcios microbianos removió hasta el 20 % más que las cepas puras. 
 
La capacidad de generar biopelículas de la cepa Ralstonia spp. 1 aumenta 
notablemente su desempeño el desarrollo del consorcio, pues facilita la sinergia 
con otras cepas tal como menciono Martínez R. y col. (2006). 
 
Las cepas obtenidas Ralstonia spp. 1 y Ralstonia spp. 2 son cepas aerobias, por lo 
cual para su mejor desempeño en el reactor se incluyó flujo de aireación de 4 
L.min-1, aunque Tavares L. y col. (2004) hallaron en sus investigaciones que el 
flujo de aireación para el óptimo desarrollo de Ralstonia eutropha fue de 30 
L.min-1, por lo que se puede deducir que al incrementar el flujo de aireación se 
aumentará la capacidad de remoción del consorcio en estudio. 
 
Los tratamientos biológicos aeróbicos convencionales son reconocidos por sus 
bajos costos, viabilidad y capacidad para reducir la demanda bioquímica de 
oxígeno (DBO) y la demanda química de oxígeno (DQO), estos han sido 
recientemente usados para el tratamiento de agua residual industrial en la 
investigación de Quintero R. (2011), y ya que el reactor usado en esta 
investigación es un reactor aerobio y cumple con todas estas facultades, además 
de trabajar con un consorcio bacteriano a temperatura ambiente y no regular el 
pH, ya que en los tratamientos de remoción industriales resultan costosos los 
procesos de control de temperatura o pH; aunque algunas cepas si requieren 
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controles estrictos como indican Urquizo V. y col. (2001) para las bacterias 
sulfato reductoras. 
 
Existen una serie de tipos de reactores que son estudiados para su uso en 
descontaminación de aguas contaminadas por metales pesados, entre estos 
Rodríguez A. y col. (2009) reportan que el reactor electroquímico cilíndrico de 
flujo logra un remoción de 60, 40 y 70 % a partir de concentraciones iniciales de 
Cu (II) de 15, 10 y 5 mg.L-1 respectivamente, e indica que a concentraciones 
superiores de las usadas se observa un decaimiento exponencial de la remoción. 
El tratamiento con un biorreactor RAEFA-EZ y un consorcio de cepas nativas 
presentó una remoción de 85,16 % a partir de una concentración inicial de 121,24  
mg.L-1, lo que demuestra la superioridad del tratamiento biológico frente a un 
reactor fisicoquímico. 
  
Existen estudios que indican que durante los procesos bacterianos de remoción, 
se producen pérdidas o desgastes de la biomasa bacteriana, esto se observa en los 
resultados de Garza G. (2005) quien reporta entre un 3 y 5 % de pérdida de 
biomasa en sus análisis de remoción de metales, además indica que es importante 
la reutilización de la biomasa como sorbente de metales pesados durante los 
procesos de biosorción.  En este proyecto, el uso de las tres columnas, permitió 
un refrescamiento del proceso de remoción, ya que una vez agotada la capacidad 
de remoción de las cepas en la primera columna, la solución sintética de cobre 
ingresa a la segunda columna y luego a la tercera, permitiendo de este modo 
incrementar la cantidad de metal removido.  
 
El uso de microorganismos vivos en biorreactores  genera grandes cantidades de 
biomasa, que posteriormente debe ser dispuesta, como lo indica Garza G. (2005) 
que utiliza un tratamiento de desorción sobre esta, permitiendo su reutilización y 
liberación del metal. 
 
El desarrollo potencial de los sistemas microbianos para la recuperación de 
metales, depende de muchos factores como son la capacidad, eficiencia y 
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selectividad del biosorbente, su facilidad de recuperación y su equivalencia con 
los tratamientos físicos y químicos actualmente en uso, así como su economía y 
tolerancia en contra de interferencias de otros componentes de los efluentes o de 
las condiciones de operación. Cuando se determina la posibilidad de aplicación 
de un biosorbente particular, la capacidad máxima del agente para enlazar 
metales a su superficie, contribuirá de manera considerable al costo total del 
proceso.  
 
En la utilización de este biorreactor se logró óptimos resultados mediados por los 
bajos requerimientos nutricionales que presenta la bacteria para desarrollarse, su 
gran capacidad de tolerancia a concentraciones altas de metales pesados y su alta 
capacidad de retener los metales en su membrana celular. 
 
El soporte generalmente usado para las bacterias suele ser el alginato o 
poliacrilamidas, la poliacrilamida no es suficientemente fuerte para aplicaciones 
comerciales, en este caso con el soporte natural usado reducimos costos lo cual 
hace factible el proyecto.  
 
Monge A. y col. (2008) obtuvieron  97 % de remoción de Cu (II) en su 
biorreactor con Escherichia coli y Burkholderia cepacia en un sistema que 
trabajo a  37°C por 264 horas mientras que el resultado obtenido usando las cepas 
Ralstonia spp. 1 y Ralstonia spp. 2 mostró al cabo de 132 horas y a temperatura 
ambiente una remoción de 85,16 %, lo que hace más rentable este proceso con 
estas cepas. 
 
El uso microorganismos mesófilos implica usar intercambiadores de calor para 
incrementar la temperatura hasta la óptima de crecimientos para dichos 
microorganismos. El consorcio seleccionado inicialmente fue evaluado a 37°C en 
cultivos estacionarios logrando una máxima remoción de 36,04 %, finalmente 
dentro del reactor se las evaluó a temperatura ambiente obteniendo un porcentaje 
de remoción de 85,16 %, lo cual podría deberse a las bajas temperaturas de las 
que fueron aisladas. La reducción de la concentración del medio y la ausencia de 
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intercambiadores de calor disminuyen los costos de aplicación del sistema y 
también el gasto de energía, haciendo posible usar las cepas aisladas en procesos 


































1. La concentración de metales según el análisis ICP para el relave de la planta 
de sulfuros de 250 mg.L-1 de Cu y para la muestra de poza de relaves fue 
1291 mg.L-1 de Cu (tabla completa en anexo 1). 
 
2. Se aislaron 16 cepas bacterianas capaces de tolerar CuSO4.5H2O hasta 600 
mg.L-1. Todas las bacterias son bacilos o cocos gram negativos, con la 
excepción de TM2-H1-2 y TM2-P2 que fueron gram positivos.  
 
3. Se determinó la curva de crecimiento de 16 cepas aisladas. Se establecieron 
las 4 fases de crecimiento y se calculó la velocidad específica de crecimiento 
(μ) para todas las cepas. Las S2-H2 y la TM2-H1-2 presentaron μ de 0,3047 y 
0,3968 h-1. Las cepas TM2-I3, S1-HO1, TM3-O1, S2-O2, S3-C3, TM3-C2, 
TM1-I1 y TM2-P2 presentaron μ entre 0,09 y 0,3 h-1, finalmente las cepas 
S1-P1, S3-I2, S2-C4, TM3-E1, S1-O1 y TM2-H1-1 presentaron μ de 0,03 y 
0,09 h-1. 
 
4. Se evaluó la capacidad de remoción de Cu (II) de las cepas aisladas en un 
sistema batch. Las cepas que presentaron mejores resultados fueron: S2-O2 
con 21,77 %, S3-C3 con 22,51 %, S1-O1 con 16,32 % y TM2-H1-1 con 
22,18 %. El consorcio que logró el máximo porcentaje de remoción fue el 
conformado por las cepas TM2-H1-1 y S3-C3 con 36,04 %.  
 
5. Para las cepas evaluadas, el mecanismo de remoción predominante fue el de 
adsorción con 72,22 %, mientras que el porcentaje del mecanismo de 
absorción fue de 28,6 %.  
 
6. Las cepas TM2-H1-1, S2-O2 y S1-O1 se identificaron bioquimicamente 
dentro de los géneros Stenotrophomona y Brevundimona, y la cepa S3-C3 
dentro del género Bukholderia. No se descartó el género Ralstonia dentro de 
las 4 cepas debido a la falta de información. Se identificó molecularmente la 
111 
 
cepa TM2-H1-1 como una nueva especie de Ralstonia sp. y la cepa S3-C3 
como una nueva especie con 97 % de identidad con Ralstonia sp. AV5BG. 
 
7. Se evaluó la remoción de Cu (II) en un modelo piloto del biorreactor 
RAEFA-EZ usando el consorcio con las cepas TM2-H1-1 y S3-C3 logrando 
una remoción de 103,2563 mg.L-1 (85,1667 %) a partir de una solucion 






























1. Se recomienda evaluar el consorcio bacteriano seleccionado en las 
condiciones ambientales de las que fue obtenido: región Espinar, Cusco 
(latitud 14°53'12.41"S y de longitud 71°18'54.61"O). 
 
2. Se recomienda identificar molecularmente las 14 cepas que aún no fueron 
identificadas, y también continuar con la conformación de consorcios, ya que 
con los tratamientos adecuados se podrían obtener resultados de remoción 
mayores al 95 % como los reportados en bibliografía.  
 
3. Se recomienda el uso de las bacterias identificadas dentro de los géneros de 
Ralstonia para investigaciones relacionadas a remediación de ambientes 
contaminados con compuestos aromáticos, ya que se han reportado que dicho 
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ANEXO 2. VALORES MAXIMOS PERMISIBLES 
 
VALORES MAXIMOS DE EMISION PARA LA UNIDADES MINERAS EN 
OPERACIÓN 
 
PARAMETRO VALOR PROMEDIO ANUAL 
pH > 5.5, < 10,5 
Solidos suspendidos 50 
Plomo (mg/L) 0,5 
Cobre (mg/L) 2 
Zinc (mg/L) 3 
Fierro (mg/L) 2 
Arsénico (mg/L) 0,5 
Cianuro toral (mg/L) 1 
Fuente: Ministerio de Energía y Minas del Perú. 
 
 


















< 0,2 (other 
treatment 
types) 
Aluminum salts used as 
coagulants in drinking water 





Naturally occurring; released 
from agricultural or industrial 
wastes; added as part of 
chloramination for drinking 
water disinfection 
 
Antimony (1997) 0,006 
 
Naturally occurring (erosion); 
soil runoff; industrial effluents; 
leaching from plumbing 
materials and solder 
Health basis of 
MAC:Microscopic changes in 
organs and tissues (thymus, 
kidney, liver, spleen, thyroid) 
Arsenic (2006) 0,010 Naturally occurring (erosion and Health basis of MAC:Cancer 
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ALARA weathering of soils, minerals, 
ores) 
(lung, bladder, liver, skin) 
(classified as human carcinogen)
Other: Skin, vascular and 
neurological effects (numbness 





Naturally occurring (erosion of 
asbestos minerals and ores); 






Leaching and/or runoff from 
agricultural use 
Health basis of 
MAC:Neurological effects 
(plasma cholinesterase) 
Barium (1990) 1,0 
 
Naturally occurring; releases or 
spills from industrial uses 
Health basis of MAC:Increases 
in blood pressure, cardiovascular 
disease 
Benzene (2009) 0,005 
 
Releases or spills from industrial 
uses 
Health basis of MAC: Bone 
marrow (red and white blood 
cell) changes and cancer 
(classified as human carcinogen)






Leaching from liners in water 
distribution systems 
Health basis of MAC:Stomach 
tumours (classified as probable 
carcinogen) 
Boron (1990) 5 
 
Naturally occurring; leaching or 
runoff from industrial use 




Other: Limited evidence of 
reduced sexual function in men 
Bromate (1998) 0,01 
 
By-product of drinking water 
disinfection with ozone; possible 
contaminant in hypochlorite 
solution 
Health basis of MAC: Renal 






Leaching or runoff from 
agricultural use 
Health basis of MAC:Reduced 





Leaching from galvanized pipes, 
solders or black polyethylene 
pipes; industrial and municipal 
waste 
Health basis of MAC:Kidney 





Naturally occurring (erosion and 







Leaching or runoff from 
agricultural use 
Health basis of 
MAC:Decreased kidney 
function (may be rapidly 
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Leaching or runoff from 
agricultural use 
Health basis of MAC:Nervous 
system effects (cholinesterase 







Industrial effluents and leaching 
from hazardous waste sites 
Health basis of MAC: Liver 
toxicity 
Other: Kidney damage; liver 






Monochloramine is used as a 
secondary disinfectant; formed 
in presence of both chlorine and 
ammonia 
Health basis of MAC:Reduced 
body weight gain
Other: immunotoxicity effects 
Chlorate (2008) 1 
 
By-product of drinking water 
disinfection with chlorine 
dioxide; possible contaminant in 
hypochlorite solution 
Health basis of MAC:Thyroid 
gland effects (colloid depletion) 
Chloride (1979, 
2005)  
AO: ≤ 250 
Naturally occurring (seawater 
intrusion); dissolved salt 
deposits, highway salt, industrial 
effluents, oil well operations, 






Used as drinking water 
disinfectant 
Guideline value not necessary 
due to low toxicity at 






Used as drinking water 
disinfectant 
A guideline for chlorine dioxide 
is not required because of its 
rapid reduction to chlorite in 
drinking water 
Chlorite (2008) 1 
 
By-product of drinking water 
disinfection with chlorine 
dioxide 
Health basis of 
MAC:Neurobehavioural effects 
(lowered auditory startle 
amplitude, decreased exploratory 
activity), decreased absolute 






Leaching and/or runoff from 
agricultural or other uses 
Health basis of MAC:Nervous 
system effects (cholinesterase 
inhibition) 
Chromium (1986) 0,05 
 
Naturally occurring (erosion of 
minerals); releases or spills from 
industrial uses 
Health basis of MAC:Enlarged 
liver, irritation of the skin, 
respiratory and gastrointestinal 
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tracts from chromium (VI) 
Colour (1979, 
2005)  
AO: ≤ .5 TCU 
Naturally occurring organic 





AO: ≤ 1,0 Naturally occurring; leaching 
from copper piping 
Copper is an essential element in 
human metabolism. Adverse 
health effects occur at levels 
much higher than the aesthetic 
objective 
Cyanide (1991) 0,2 
 
Industrial and mining effluents; 
release from organic compounds 
Health basis of MAC: No 
clinical or other changes at the 







Naturally occurring (released 
from blooms of blue-green 
algae) 
Health basis of MAC: Liver 
effects (enzyme inhibitor)






Runoff from agricultural or 
other uses 
Health basis of MAC:Nervous 






Leaching or runoff from 
agricultural or other uses 
Health basis of MAC: Liver 
effects 
(vacuolization, necrosis, fatty 




















ANEXO 3. DATOS UTILIZADOS PARA EL CÁLCULO DE LOS 
PARAMETROS DE VALIDACION. 
 
[Cu], ppm Abs. 1 Abs. 2 Abs. 3 Promedio Desviación Estándar 
0,5 0,1335 0,0922 0,1323 0,1193 0,0235 
1 0,2575 0,2123 0,2414 0,2371 0,0229 
2 0,5170 0,4836 0,4881 0,4962 0,0181 
3 0,7897 0,7518 0,7726 0,7714 0,0190 






































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































ANEXO 5. OBTENCIÓN DEL PORCENTAJE DE REMOCIÓN DE Cu (II) POR 





A1 A2 A3 XA DS 
0,5 0,128 0,1282 0,1283 0,1282 0,000152753 
1.0 0,2555 0,2557 0,2557 0,2556 0,000115470 
2.0 0,5231 0,5236 0,5224 0,5230 0,000602771 
3.0 0,7936 0,7943 0,7936 0,7938 0,000404145 




Ecuación de la recta  
C=(A+0,013)/0,2705 Vol 10 ml 
Alicuota 0,08 ml 
 
Cepa S2-O2 
Dias Abs [Cu], mg.L-1 [Cu]F, mg.L-1 % Remoción 
0 0,2362 0,9216 115,2001 - 
1 0,1686 0,6713 83,9223 27,1507 
2 0,2084 0,8186 102,3267 11,1747 
3 0,1893 0,7478 93,4865 18,8484 
4 0,1717 0,6831 85,3953 25,8720 
5 0,1088 0,4503 56,2980 51,1301 
6 0,0620 0,2772 34,6581 69,9148 
7 0,0677 0,2985 37,3171 67,6066 


















Dias Abs [Cu], mg.L-1 [Cu]F, mg.L-1 % Remocion 
0 0,2362 0,9216 115,2001 - 
1 0,1982 0,7809 97,6220 15,2586 
2 0,1991 0,7841 98,0230 14,9104 
3 0,1701 0,6770 84,6359 26,5314 
4 0,1694 0,6744 84,3013 26,8217 
5 0,1691 0,6732 84,1582 26,9459 
6 0,1687 0,6720 84,0013 27,0821 
7 0,1855 0,7338 91,7367 20,3673 
8 0,1538 0,6167 77,0962 33,0761 
 
Cepa S1-O1 
Dias Abs [Cu], mg.L-1 [Cu]F, mg.L-1 % Remoción 
0 0,2362 0,9216 115,2001 - 
1 0,2236 0,8747 109,3425 5,0846 
2 0,2089 0,8204 102,5539 10,9778 
3 0,1703 0,6779 84,7452 26,4364 
4 0,1303 0,5300 66,2606 42,4820 
5 0,1227 0,5018 62,7267 45,5491 
6 0,1087 0,4502 56,2816 51,1444 
7 0,1161 0,4772 59,6621 48,2099 
8 0,10731 0,4448 55,6000 51,7360 
 
Cepa TM2-H1-1 
Dïas Abs [Cu], mg.L-1 [Cu]F, mg.L-1 % Remoción 
0 0,2362 0,9216 115,2001 - 
1 0,2186 0,8549 106,8710 7,2300 
2 0,2021 0,7953 99,4130 13,7039 
3 0,1760 0,6987 87,3402 24,1833 
4 0,1702 0,6774 84,6806 26,4924 
5 0,1624 0,6484 81,0603 29,6351 
6 0,1595 0,6379 79,7408 30,7804 
7 0,1651 0,6584 82,3093 28,5509 







ANEXO 6: OBTENCIÓN DEL PORCENTAJE DE REMOCIÓN DE Cu (II) POR 




A1 A2 A3 XA DS 
0,5 0,0921 0,0923 0,0921 0,0922 0,00011547 
1.0 0,2124 0,2123 0,2122 0,2123 0,00012340 
2.0 0,4832 0,4836 0,4839 0,4836 0,00035119 
3.0 0,7517 0,7517 0,7520 0,7518 0,00017321 




Ecuación de la recta  
C=(A+0,0433)/0,263 Vol 10 ml 
Alicuota 0,08 ml 
 
Consorcio 1 
Dias Abs [Cu], mg.L-1 [Cu]F, mg.L-1 % Remoción 
0 0,1964 0,9117 113,9676 
1 0,1749 0,8297 103,7234 8,9886 
2 0,1503 0,7362 92,0351 19,2445 
3 0,1442 0,7131 89,143 21,7821 
4 0,1203 0,6221 77,7693 31,7619 
5 0,1160 0,6059 75,7486 33,5349 
6 0,1119 0,5902 73,7786 35,2635 
7 0,1119 0,5902 73,7786 35,2635 


















Dias Abs [Cu], mg.L-1 [Cu]F, mg.L-1 % Remoción 
0 0,1965 0,9117 113,9676 - 
1 0,1756 0,8322 104,0189 8,7294 
2 0,1555 0,7557 94,4641 17,1132 
3 0,1522 0,7435 92,9374 18,4528 
4 0,1409 0,7006 87,569 23,1632 
5 0,1361 0,6820 85,2541 25,1944 
6 0,1283 0,6525 81,5603 28,4355 
7 0,1325 0,6685 83,5603 26,6807 




Dias Abs [Cu], mg.L-1 [Cu]F, mg.L-1 % Remoción 
0 0,1965 0,9117 113,9676 - 
1 0,1706 0,8134 101,678 10,7834 
2 0,1540 0,7502 93,7746 17,7182 
3 0,1299 0,6584 82,3012 27,7854 
4 0,1202 0,6217 77,7068 31,8168 
5 0,1243 0,6371 79,6395 30,1209 
6 0,1101 0,5831 72,892 36,0415 
7 0,1101 0,5831 72,892 36.,0415 




Dias Abs [Cu], mg.L-1 [Cu]F, mg.L-1 % Remoción 
0 0,1965 0,9117 113,9676 - 
1 0,1745 0,8282 103,5264 9,1616 
2 0,1667 0,7987 99,8325 12,4027 
3 0,1590 0,7691 96,1387 15,6438 
4 0,1473 0,7246 90,5733 20,5271 
5 0,1420 0,7045 88,0615 22,7311 
6 0,1361 0,6820 85,2541 25,1944 
7 0,1361 0,6820 85,2541 25,1944 





Dias Abs [Cu], mg.L-1 [Cu]F, mg.L-1 % Remoción 
0 0,1965 0,9117 113,9676 - 
1 0,1692 0,8081 101,0146 11,3655 
2 0,1690 0,8072 100,8956 11,4699 
3 0,1493 0,7325 91,5583 19,6629 
4 0,1441 0,7124 89,0465 21,8668 
5 0,1480 0,7275 90,9397 20,2057 
6 0,1383 0,6903 86,2884 24,2869 
7 0,1383 0,6903 86,2884 24,2869 




Dias Abs [Cu], mg.L-1 [Cu]F, mg.L-1 % Remoción 
0 0,1965 0,9117 113,9676 - 
1 0,1789 0,8448 105,5969 7,3448 
2 0,1562 0,7585 94,8089 16,8107 
3 0,1428 0,7076 88,4555 22,3854 
4 0,1399 0,6966 87,0764 23,5955 
5 0,1359 0,6812 85,1556 25,2809 
6 0,1284 0,6529 81,6095 28,3924 
7 0,1284 0,6529 81,6095 28,3924 




Días Abs [Cu], mg.L-1 [Cu]F, mg.L-1 % Remoción 
0 0,1964 0,9117 113,9676 - 
1 0,1762 0,8349 104,3637 8,4268 
2 0,1688 0,8065 100,8176 11,5387 
3 0,1632 0,7852 98,1580 13,8720 
4 0,1589 0,7691 96,1387 15,6438 
5 0,1474 0,7253 90,6718 20,4407 
6 0,1399 0,6966 87,0764 23,5954 
7 0,1399 0,6966 87,0764 23,5956 





Días Abs [Cu], mg.L-1 [Cu]F, mg.L-1 % Remoción 
0 0,1964 0,9117 113,9676 - 
1 0,1769 0,8372 104,6592 8,1675 
2 0,1750 0,8309 103,8712 8,8590 
3 0,1673 0,8010 100,1280 12,1434 
4 0,1546 0,7525 94,0701 17,4589 
5 0,1542 0,7509 93,8731 17.6317 
6 0,1476 0,7261 90,7703 20,3542 
7 0,1476 0,7261 90,7703 20,3542 




Dias Abs [Cu], mg.L-1 [Cu]F, mg.L-1 % Remoción 
0 0,1965 0,9117 114,0 - 
1 0,1790 0,8452 105,6 7,3033 
2 0,1731 0,8227 102,8 9,7665 
3 0,1532 0,7471 93,4 18,0575 
4 0,1439 0,7119 89,0 21,9136 
5 0,1434 0,7100 88,8 22,1261 
6 0,1404 0,6986 87,3 23,3794 
7 0,1404 0,6986 87,3 23,3794 




Dias Abs [Cu], mg.L-1 [Cu]F, mg.L-1 % Remoción 
0 0,1965 0,9117 113,9676 - 
1 0,1822 0,8576 107,1966 5,9412 
2 0,1707 0,8136 101,7041 10,7605 
3 0,1601 0,7734 96,6805 15,1684 
4 0,1523 0,7439 92,9866 18,4096 
5 0,1506 0,7372 92,1493 19,1443 
6 0,1431 0,7088 88,6032 22,2558 
7 0,1431 0,7088 88,6032 22,2558 





Días Abs [Cu], mg.L-1 [Cu]F, mg.L-1 % Remoción 
0 0,1965 0,9117 113,9676 - 
1 0,1788 0,8444 105,5457 7,3897 
2 0,1564 0,7593 94,9074 16,7242 
3 0,1498 0,7340 91,7553 19,4900 
4 0,1446 0,7143 89,2928 21,6507 
5 0,1389 0,6927 86,5839 24,0276 
6 0,1329 0,6698 83,7273 26,5341 
7 0,1329 0,6698 83,7273 26,5341 





























C, mg/L A1 A2 A3 XA 
0,5 0,1013 0,1012 0,1014 0,1013 
1 0,2195 0,2195 0,2199 0,2196 
2 0,4883 0,4882 0,4884 0,4883 
3 0,7350 0,7350 0,7353 0,7351 





Ecuación de la recta  
C=(A+0,0215)/0,2493 Vol 10 ml 
Alicuota 0,08 ml 
 
ABSORCIÓN 
Abs [Cu], mg.L-1 [Cu]F, mg.L-1 Absorción, % 
Medio 0,2211 0,9734 121,6740 - 
S3-C3 0,0141 0,1713 21,4099 17,5961 
S2-O2 0,0212 0,1817 22,7136 18,6675 
S1-O1 0,0238 0,1428 17,8500 14,6703 



















Adsorción [Cu], mg.L-1 [Cu]F, mg.L-1 Adsorción, % 
Medio 0,2212 0,9734 121,6740 - 
S3-C3 0,0565 0,3129 39,1095 32,1429 
S2-O2 0,1027 0,4982 62,2744 51,1813 
S1-O1 0,0786 0,4015 50,1905 41,2500 





























ANEXO 8. COMPOSICIÓN MEDIOS DE LAS PRUEBAS BIOQUÍMICAS 
 
Agar MacConkey 
Peptona    17,0 g.L-1 
Pluripeptona      3,0 g.L-1 
Lactosa    10,0 g.L-1 
Mezcla de sales biliares    1,5 g.L-1 
Cloruro de sodio     5,0 g.L-1 
Agar     13,5 g.L-1 
Rojo neutro      0,03 g.L-1 
Cristal violeta      0,001 g.L-1 
 
Agar urea de Christensen 
Tripteína       1,0 g.L-1 
Glucosa      1,0 g.L-1 
Cloruro de sodio     5,0 g.L-1 
Fosfato monopotásico    2,0 g.L-1 
Rojo fenol      0,012 g.L-1 
Agar     15,0 g.L-1 
Luego de autoclavar dejar enfriar y agregar 50 ml de solución de urea al 40%. 
 
Agar Citrato de Simmons 
Citrato de sodio   2,0 g.L-1 
Cloruro de sodio   5,0 g.L-1 
Fosfato dipotásico   1,0 g.L-1 
Fosfato monopotásico   1,0 g.L-1 
Sulfato de magnésio   0,2 g.L-1 
Azul de bromotimol   0,08 g.L-1 
Agar     15,0 g.L-1 
 
Agar Sangre 
Peptona      5,0 g.L-1 
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Extracto de carne   3,0 g.L-1 
Agar      15,0 g.L-1 




Peptona    10,0 g.L-1 
Lactosa    5,0 g.L-1 
Sacarosa    5,0 g.L-1 
Fosfoto dipotásico   2,0 g.L-1 
Eosina     0,4 g.L-1 
Azul de metileno   0,065 g.L-1 
Agar      13,5 g.L-1 
 
Agar gelatina 
Peptona    3,0 g.L-1 
Extracto de carne   5,0 g.L-1 




Extracto de carne   3,0 g.L-1 
Pluripeptona     20,0 g.L-1 
Cloruro de sódio    5,0 g.L-1 
Lactosa    10,0 g.L-1 
Sacarosa     10,0 g.L-1 
Glucosa     1,0 g.L-1 
Sulfato de hierro y amônio  0,2 g.L-1 
Tiossulfato de sódio   0,2 g.L-1 
Rojo fenol    0,025 g.L-1 





Peptona de gelatina   5,0 g.L-1 
Extracto de levadura    3,0 g.L-1 
Glucosa     1,0 g.L-1 
Lisina     10,0 g.L-1 
Citrato de hierro y amônio  0,5 g.L-1 
Tiossulfato de sódio   0,04 g.L-1 
Purpura de bromocresol  0,02 g.L-1 
Agar      15,0 g.L-1 
 
Medio SIM 
Extracto de carne    3,0 g.L-1 
Peptona    30,0 g.L-1 
Hierro peptonizado   0,2 g.L-1 
Tiossulfato de sódio    0,025 g.L-1 
Agar      3,0 g.L-1 
 
Medio MRVP 
Peptona amortiguada   7 g. L-1 
Fosfato Dipotásico   5 g. L-1 
Glucosa     5 g. L-1 
 
Agar Nitrato 
Peptona    10,0 g. L-1 
Cloruro de sódio   5,0 g. L-1 
Extracto de carne    3,0 g. L-1 
Glucosa     10,0 g. L-1 
Azul de bromotimol   0,01 g. L-1 
Nitrato de potássio    1,0 g. L-1 





ANEXO 9. DENDOGRAMAS DE CEPAS DEL CONSORCIO SELECCIONADO 













ANEXO 10. OBTENCIÓN DEL PORCENTAJE DE REMOCION DE Cu (II) POR 





A1 A2 A3 XA 
0,5 0,1401 0,1399 0,1397 0,1399 
1.0 0,2469 0,2469 0,2473 0,2470 
2.0 0,5486 0,5485 0,5486 0,5486 
3.0 0,8351 0,8344 0,8352 0,8349 
4.0 1,1202 1,1206 1,1208 1,1205 
 
 
Ecuación de la recta  
C=(A+0,01853)/0,2841 Vol 10 ml 
Alicuota 0,08 ml 
 
Abs [Cu], mg.L-1 [Cu]F, mg.L-1 % Remocion 
Hora inicial 0,2571 0,9699 121,2403 
Hora 18 H1 0,2299 0,8744 109,3042 9,8450 
Hora 36 H2 0,1728 0,6735 84,184 30,5643 
hora 48 h1 0,1197 0,4866 60,8237 49,8321 
hora 72 h2 0,1292 0,5200 64,9990 46,3883 
hora 84 h1 0,0940 0,3959 49,4916 59,1789 
hora 96 h2 0,0312 0,1750 21,8693 81,9620 
hora 112 h1 0,0405 0,2078 25,9732 78,5771 











0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0
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s
[Cu], mg.L‐1
Curva de calibración
